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Aus dem Institut fiir Garungsphysiologie und Technische Mikrobiologie 
der Technischen Hochschule Miinchen, Weihenstephan 


Die Bedeutung des gelésten Sauerstoffs 
fur die Vermehrung der Mikroorganismen 


Von 
F. WEINFURTNER, A. UHL und H. Orr 


Mit 13 Textabbildungen 
(Eingegangen am 3. Dezember 1959) 


In dieser Arbeit wurden vergleichende Untersuchungen iiber die 
Bedeutung des Sauerstoffs fiir anaerobe, mikroaerophile, fakultativ 
anaerobe und aerobe Organismen durchgefiihrt. Solche Untersuchungen 
wurden zwar auch frither schon unternommen, aber entweder nur mit einer 
sehr einfachen Methodik, z.B. Kultur in verschieden hoher Fliissigkeits- 
schicht, Schiittelkultur usw., die nur sehr grob orientierende Ergebnisse 
zulassen, oder mit Hilfe sogenannter Partialdruckversuche, bei denen 
die Kulturmedien mit Gasgemischen von verschiedenem O,-Partialdruck 
begast werden. Mit dieser Methode sind zwar genauere Ergebnisse méglich, 
aber, wie noch gezeigt werden soll, auch nur bedingt, unter gewissen 
Voraussetzungen. Durch die in den letzten Jahren von TépT (1958) 
entwickelte elektrochemische Sauerstoffme8methode ist nunmehr eine 
weitere Moglichkeit geschaffen worden, den EinfluB des Sauerstoffs auf die 
Mikroorganismen zu untersuchen. Diese Methode erlaubt es, wahrend des 
Organismenwachstums den im Kulturmedium gelést vorliegenden 
Sauerstoff laufend und direkt zu messen. Daraus ergibt sich der Vorteil 
einer unmittelbaren und klaren Bezugsbasis fiir die Beziehungen zwischen 
dem Zellwachstum und der Menge des auf den Organismus unmittelbar 
einwirkenden Sauerstoffs, némlich des gelésten Sauerstoffs im Nahr- 
medium. Im folgenden wurden deshalb neben Partialdruckversuchen 
insbesondere Untersuchungen mit der Tédtschen O,-MeBmethode durch- 
gefthrt. 


I. Material und Methode 
Material 


Als Vertreter der typisch aeroben Bakterien wurde eine Acetobacter sp. 
(Essigsiurebakterien) verwendet, die aus Bier isoliert war, als fakultativ anaerobes 
Bakterium Escherichia coli aus fakalverunreinigtem Wasser, als obligat anaerobe 
Bakterienart ein Stamm von Clostridiwm tyrobutyricum (Buttersiurebakterien) 
und als Vertreter mikroaerophiler Bakterien Lactobacillus pastorianus (Milchséure- 
bakterien) aus Bier. AuBer diesen Bakterien wurden in einem Fall auch Serratia 
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marcescens und weiterhin einige Hefen (Hansenula anomala, Candida mycoderma, 
Torulopsis utilis) als Vergleichsobjekte herangezogen. Samtliche Stamme waren 
jeweils aus einer Einzellkultur geziichtet. : 

Fiir die Kultur der Essigsiure- und Milchsaiurebakterien diente ein Spezial- 
Biermedium: 10°/,ige Vorderwiirze und 0,5°/, lésliche Starke, mit Reinhefe end- 
vergoren, blank filtriert, in Flaschen abgefiillt und pasteurisiert. Als Nahrmedium 
fiir die Coli-Bakterien wurde Traubenzuckerpeptonlésung verwendet: 7 g Pepton- 
Witte, 5 g Traubenzucker, 5 g K,HPO,, 1000 cm? H,O, pu 7. Fiir die Kultur der 
Buttersdurebakterien wurde Dextrose-Bouillon mit Hefewasser beniitzt: 0,3°/) 
Fleischextrakt, 0,5°/, Pepton, 10°/, eines 10°/,igen Hefewassers, 0,5°/, Dextrose, 
0,5°/, NaCl, Leitungswasser zu 100°/), px 7. 

Die Kulturen wurden stets in den gleichen Nahrmedien und bei denselben 
Temperaturen vorgeziichtet, wie sie bei den Versuchen angewandt wurden. 
Das Uberimpfen erfolgte aus der log. Wachstumsphase. Die Zellzahl in den Ver- 
suchskulturen wurde mit einer Bakterienzihlkammer, System Thoma, bestimmt. 


Methode 


Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Versuche gliedern sich methodisch 
in zwei verschiedene Versuchsgruppen: 


a) Versuche mit der O,- Partialdruck-Methode 


Bei den O,-Partialdruckversuchen wurden die Kulturen mit verschiedenen 
Stickstoff/Sauerstoff/Kohlendioxyd-Gemischen begast und jeweils nach einer be- 
stimmten Zeit der Zellzuwachs festgestellt. Die Vermehrung einer Organismenart 
unter verschiedenen O,-Partialdrucken wurde fiir jeweils gleiche Zeitraume in 
einer gemeinsamen Kurve zusammengefabt. 

Bei einer der Organismenarten wurde auferdem die Abhangigkeit der Ver- 
mehrung von verschiedenen O,-Partialdrucken kontinuierlich gemessen. 


b) Versuche mit der elektrochemischen Sauerstoff-MeBmethode 


Bei diesen Versuchsreihen wurde der Einflu8 des im Kulturmedium gelésten 
Sauerstoffs auf die Vermehrung der verschiedenen Organismen untersucht. Es 
wurden Atmungs- und Vermehrungskurven aufgestellt, welche die Beziehung 
zwischen der Atmung bzw. Vermehrung und dem im Medium gelésten Sauer- 
stoff aufzeigen. 


Zu a) Apparatur fiir die Durchfiihrung der O,-Partialdruckversuche. Zur Durch- 
fiihrung der O,-Partialdruckversuche wurde eine teilweise neue Apparatur ent- 
wickelt. Die Apparatur bestand aus 7 Glasballonen mit je 50 1 Inhalt, einer regulier- 
baren Wasserzufiihrung (Leitungswasser) und einem Wasserbadthermostaten, in 
dem sich die KulturgefiBe mit den Versuchsorganismen befanden. Die Ballone 
wurden nach dem Prinzip der Wasserverdringung mit Gasgemischen verschiedenen 
O,-Partialdruckes gefiillt. Diese Gasgemische wurden dann wahrend der Versuche 
durch Wiedereinleiten von Wasser in die Ballone durch die Kulturfliissigkeit 
gedriickt. 

Die Dosierung der einzelnen Gasbestandteile (O,, Ny, CO,) erfolgte bei kon- 
stantem Druck und konstanter Temperatur; die Menge des verdrangten Wassers 
konnte dadurch als Mafstab fiir das jeweils eingedriickte Gasvolumen gelten. Um 
einen Gasaustausch mit dem Wasser zu verhindern, wurde letzteres mit Paraffin 
tiberschichtet. 

Als KulturgefaiBe (Abb. 1 links oben) fiir die Begasung der Versuchsorganismen 
wurden schlanke, zylinderférmige Gefaie mit einem Fassungsvermégen von 90 ml 
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verwendet, die mit 50 ml Nahrmedium gefiillt waren. Zur Erzielung einer méglichst 
groBen Beriihrungsflache zwischen Gas und Fliissigkeit wurde das Gas durch 
Jenaer Glasfritten G,, fein verteilt, in das Kulturmedium eingeleitet. 

Die KulturgeféBe waren jeweils mit einem dreifach durchbohrten Gummistopfen 
verschlossen, durch den der Frittenstutzen sowie ein gebogenes Rohrchen zur Gas- 
ableitung (in das Wasserbad tauchend) und ein kurzes Glasrohr mit starkwandiger 
Gummikappe (zur Probenahme mit einer Injektionsspritze) eingefiihrt waren. 

Kine gleichmafige Begasung der Kulturen wurde dadurch erreicht, da den 
einzelnen Ballonen wahrend der Versuche laufend gleiche Wassermengen zugefiihrt 
wurden. Das Wasser flo8 dabei (Abb. 1) aus der Wasserleitung in das UberlaufgefaB a 
und von hier aus unter konstantem 
Druck tiber den Mikrohahn 6 in das 
VerteilergefaB c. An diesem waren 
unten (sieben) Capillaren mit gleichem 
Durchmesser angebracht, durch die 
das Wasser in die verschiedenen 
Ballone abgeleitet wurde. Durch den 
Hahn b war die Begasung in einem 
groBeren Bereich regulierbar, denn 
je nach Offnen des Hahns konnte 
die Fliissigkeitssiule iiber den Capil- 
laren und damit der Wasserdruck 
verschieden hoch eingestellt werden. 
Geringe Abweichungen in der lichten 
Weite der Capillaren wurden da- 
durch ausgeglichen, daB diese etwas —_44».1, Begasungsanlage zur gleichzeitigen Begasung 
nach oben oder unten verschoben einer gréferen Anzahl yon Flissigkeitskulturen 
wurden. Das Begasungsgemisch, das 
der Erzielung anaerober Verhaltnisse diente, wurde tiber erhitztes reduziertes 
Kupfer geleitet (Vorrichtung d) und so von Sauerstoffspuren gereinigt. 


Der Vorteil der beschriebenen Apparatur besteht darin, daf sie eine gleich- 
maRige und regulierbare Begasung erméglicht, die vom Widerstand der einzelnen 
Fritten unabhangig ist. Sie erlaubt auBerdem, eine gréere Zahl von Kulturen 
unter denselben Bedingungen mit verschiedenen Gasgemischen gleichzeitig zu 
begasen (in vorliegender Arbeit 7 Stiick). 


Zu b) Elektrochemische SauerstoffmeBmethode. Zur Bestimmung des gelésten 
Sauerstoffs in den Kulturmedien diente die von TéptT (1958) entwickelte elektro- 
chemische Sauerstoffmemethode. Sie gestattet eine Messung des Sauerstoffs direkt 
im Vermehrungsmedium selbst, also ohne Probenahme. Gegeniiber der dies eben- 
falls zulassenden Hg-Tropfelektroden-Methode hat sie den Vorteil gréSerer 
Empfindlichkeit; weiterhin kénnen die Versuchsorganismen nicht durch eine 
Giftwirkung der Elektroden nachteilig beeinflu8t werden. Die elektrochemische 
Sauerstoffmessung beruht darauf, da8 man in die zu untersuchende Flissigkeit ein 
galvanisches Element einbringt und den von diesem gelieferten Strom, der vom 
O,-Gehalt im Medium abhangig ist, miBt. Die Arbeitsweise des Elementes ist so 
zu erklaren, daB an der Anode Ionen in Lésung gehen, wobei Elektronen frei werden, 
die iiber ein empfindliches Galvanometer zur Kathode wandern, um dort den 
Sauerstoff zu reduzieren. Der Mechanismus der O,-Reduktion ist bisher noch nicht 
genau geklart, doch ist als Bruttoformel fiir die Kinstellung der Sauerstoffelektrode 


folgende anzunehmen: 


0, +4e+2H,0 =4 0H-. 
1* 


4 F. WEINFURTNER, A. Unt und H. Ort: 


Unter gewissen einzuhaltenden Bedingungen ist die Stromlieferung 
nur vom Sauerstoffvorrat an der Kathode abhingig (Tépr 1958). Es 
besteht dann eine lineare Beziehung zwischen der Stromlieferung des 
galvanischen Elementes und der an die edlere Elektrode flieBenden 
Sauerstoffmenge. 

Ob die Methode im speziellen Fall ein einwandfreies Arbeiten zulaBt, 
ist aus der Eichkurve ersichtlich. Diese soll méglichst gerade verlaufen. 
Fir die Eichung stehen mehrere Méglichkeiten zur Verfiigung. Fir die 
in den Versuchen verwendete Nahrlésung hat sich im allgemeinen die 
, Zugabeeichung“ mit sauerstoffgesattigtem Methanol am besten bewahrt. 
Sie wurde fiir alle Versuche verwendet, die mit einer gréBeren Menge 
an geléstem Sauerstoff durchgefiihrt wurden. Bei Versuchen mit kleinen 
Sauerstoffmengen erfolgte die Zugabeeichung, weil genauer, mit luft- 
gesittigter Elektrolytlésung. Die ,,Zugabeeichung** wurde noch durch 
andere Eichmethoden, z.B. durch die ,,Gaseichung*, tiberpriift. 


Zur Stromanzeige wurde ein Multiflexgalvanometer der Fa. B. Lange, 
Berlin, mit einer maximalen Empfindlichkeit von 2-10-° A/mm verwendet. 
Die Fliissigkeit wurde bei einer konstanten Drehzahl von 1000 U/min 
mit Magnetriihrern der Fa. Dr. Thiedig, Berlin, gertthrt. Die gewiinschten 
Temperaturen wurden mit einem Ultrathermostaten eingestellt. 

Hervorgehoben soll an dieser Stelle noch werden, daB es mit Hilfe der 
elektrochemischen SauerstoffmeBmethode auch méglich ist, den O,-Gehalt 
in einer Organismenkultur laufend auf einer beliebigen Héhe konstant zu 
halten. Damit kann die Sauerstoffversorgung fiir wachsende Kulturen 
auf einen beliebigen Sauerstoffspiegel genau eingestellt werden, was bei 
O,-Partialdruckversuchen nicht méglich ist. Die Konstanthaltung des 
Sauerstoffspiegels in einer wachsenden Kultur, von der entsprechend 
dem Zellzuwachs immer mehr Sauerstoff verbraucht wird, wurde 
dadurch ermoglicht, daB mit Hilfe von Str6mungsmessern der Anteil des 
O, gegentiber dem des N, im Begasungsgemisch in kurz aufeinander- 
folgenden Zeitabstaénden entsprechend erhéht wurde. 


IL. Versuchsergebnisse 


A) Uberpriifung des CO,-Bedarfs der Versuchsorganismen 


Da auch heterotrophe Organismen fiir ihre Vermehrung CO, bendtigen, 
sollte zunaichst geklart werden, inwieweit bei den geplanten Begasungs- 
versuchen mit N,/O,-Gemischen Kohlendioxyd zugesetzt werden muB. 
Zu diesem Zweck wurden Kulturen von Lactobacillus pastorianus, 
Clostridium tyrobutyricum und Escherichia coli etwa 24 Std lang mit 
hochgereinigtem N, und eine Kultur der verwendeten Acetobacter sp., 
als obligat aerobe Bakterienart, mit CO,-freier Luft begast. 
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Wahrend sich Clostridium tyrobutyricum, Escherichia coli und Aceto- 
bacter sp. unter diesen Bedingungen nicht vermehrten, war bei Lactobacillus 
pastorianus eine geringe Zellzunahme zu beobachten. Dies iiberraschte 
insofern, als Lactobacillus pastorianus keine sichtbare CO,-Bildung auf- 
weist, und man eher von den stark CO, bildenden Coli- und Buttersiure- 
bakterien hatte annehmen kénnen, da sich fiir sie — unter Ausniitzung 
des von ihnen selbst reichlich gebildeten CO, — bei Begasung mit reinem 
Stickstoff noch eine gewisse Méglichkeit zur Vermehrung bieten wiirde. 
Offenbar wird das von Lactobacillus pastorianus (intracellular) in geringen 
Mengen doch erzeugte CO, vom Stickstoffstrom nicht so stark entrissen 
und dem Stoffwechsel unmittelbar wieder zugefiihrt. 


Im tbrigen kann sich Lactobacillus pastorianus mit den Mengen des 
von ihm selbst gebildeten CO, bereits normal vermehren, sofern keine 
andauernde Stickstoffbegasung vorliegt. Dies zeigt folgender Versuch: 
2 Kulturen von Lactobacillus pastorianus wurden durch 3stiindiges 
scharfes Begasen mit Stickstoff von CO, befreit. Die eine der Kulturen 
wurde anschlieBend sofort gasdicht verschlossen, die andere vor dem 
VerschlieBen erneut mit CO, angereichert. Nach einer angemessenen 
Kulturzeit ergab sich in beiden Fallen eine etwa gleich starke Zell- 
vermehrung. 

Als CO,-Anteil in den Begasungsgemischen wurde schlieBlich auf 
Grund der entsprechenden Vorversuche ein solcher von 2°/, fiir alle 
Versuchsorganismen als weitaus ausreichend erachtet und in den nach- 
folgend beschriebenen Versuchen den N,/O,-Gemischen zugesetzt. 


B) Die Vermehrung der Versuchsorganismen in Beziehung zum 
O,-Partialdruck 

Mit Hilfe der vorher beschriebenen Begasungsapparatur wurde zunachst 
die Vermehrung der Versuchsbakterien aus den verschiedenen Sauer- 
stoffbedarfsgruppen in Beziehung zum O,-Partialdruck vergleichend 
untersucht. Es handelte sich hierbei in der Hauptsache um Versuche, 
bei denen nach einer gewissen Endversuchszeit, die sich nach der Starke 
der Vermehrung der betreffenden Bakterien richtete, das Wachstum in 
den mit verschiedenen O,-Partialdrucken begasten KulturgefaBen fest- 
gestellt wurde. Die vorgeziichteten Bakterien wurden in die Gesamt- 
menge des Kulturmediums eingeimpft, dieses gut durchgemischt und. 
dann in gleichen Teilen auf die sterilisierten BegasungsgefaBe verteilt. 

Die Impfmenge war, wenn nicht anders angegeben, so bemessen, daB 
sich zu Beginn des Versuches etwa 1 Mill. Zellen/ml in der Kulturlosung 
befanden. Um ein Uberschaumen der Begasung zu verhindern, wurde 
der Nahrlésung jeweils eine geringe Menge von Silicon-Antischaum- 
Emulsion SE zugegeben. 
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In den Abb.2, 3, 4, 5 sind die mit den 4 verschiedenen Bakterien- 
arten durchgefiihrten O,-Partialdruckversuche dargestellt. 


Versuche mit Clostridium tyrobutyricum ( Butterséurebakterien) 


Bei der bekannten Sauerstoffempfindlichkeit der Butterséurebakterien 
war von vornherein anzunehmen, daB diese in Gegenwart von Sauerstoff, 
wenn tiberhaupt, so nur bei sehr niedrigen O,-Konzentrationen wachsen 
wiirden. Die verschiedenen Gasgemische wurden deshalb so eingestellt, 
daB sie sich von dem O,-Partialdruck 0 nur bis 0,015 erstreckten. Die 
beste Vermehrung (Abb.2) zeigte sich bei 
volliger Anaerobitat. Bei einem O,-Partial- 
druck von 0,001 war die Vermehrung noch 
relativ gut, fiel dann aber bei nur geringer 
700 weiterer Erhéhung des O,-Partialdruckes 
ausgesprochen steil ab und war bei O,-Par- 
tialdrucken um 0,002—0,005  praktisch 
schon vollig sistiert. Nur bei einem Ver- 
such, welcher mit sehr hoher Zellzahl 
begonnen wurde, ergab auch noch ein 
10 O,-Partialdruck von 0,008 ein geringes 
Wachstum. Dieses Verhalten entspricht 
zweifellos eindeutig dem streng anaeroben 
Charakter dieser Bakterienart. 
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Versuche mit Lactobacillus pastorianus 
( Milchsturebakterien) 
0001 ~——- G03 Atm 0,005 


0,-Partialdruck Abb.3 zeigt die Partialdruckversuche 

Abb.2. Vermehrung von Clostri- mit Lactobacillus pastorianus. Hier zeigt 
staal i cet ig Raat sich deutlich ein Wachstumsoptimum in 
14 Std, Temperatur 37° C) einem bestimmten niederen O,-Partial- 
druckbereich von 0,01—0,02 Atm. Sowohl 

beiniedrigeren als auch bei héheren O,-Partialdrucken war das Wachstum 
geringer. Es liegt also demnach bei dieser Bakterienart eine typische 
Mikroaerophilitaét vor. Jedoch ist die Empfindlichkeit gegeniiber einer 
Erhéhung des O,-Partialdruckes doch nicht so ausgeprigt stark, wie man 
eigentlich fiir eine mikroaerophile Bakterienart erwarten sollte. Bei 
Erhéhung des O,-Partialdrucks von 0,01—0,02 Atm. auf 0,08 Atm., also 
um rund etwa das 4—6fache, war das Wachstum doch nur etwa um 
20°/) geringer. Auch machte sich bei einer weiteren Erhéhung des O,- 
Partialdruckes bis 0,2 Atm. (O,-Partialdruck der Luft) eigentlich keine 
oder doch nur eine gering zunehmende Wachstumshemmung durch den 
Sauerstoff bemerkbar. Im iibrigen ist das Wachstum beim 0,-Partial- 


Bedeutung des gelésten Sauerstoffs fiir die Vermehrung der Mikroorganismen 7 


druck der Luft noch sehr deutlich hoher als bei volliger Anaerobitat, bei 
der andererseits aber ebenfalls noch ein recht gutes Wachstum moglich 
ist. Es war namlich nur etwa um die Halfte gegeniiber dem Wachstum 
beim optimalen O,-Partialdruck von 0,01—0,02 Atm. erniedrigt. 
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Abb.3. Vermehrung von Lactobacillus pastorianus in Abhingigkeit vom O.-Partialdruck; 
2 Versuchsreihen (Kulturzeit 22 Std, Temperatur 25° C) 


Versuche mit Escherichia coli 


Die Partialdruckversuche fiir die fakultativ anaerobe Bakterienart 
Escherichia coli (Abb.4) erbrachten ein ganz ahnliches Bild wie fir 
Lactobacillus pastorianus. Man konnte nach diesen Ergebnissen Escherichia 
coli direkt als ,,mikroaerophil‘‘ bezeichnen. Auch hier ergab sich ein 
Wachstumsoptimum etwa bei 0,01 Atm. O,. Nach der anaeroben Seite 
zu fiel das Wachstum vom O,-Partialdruck-Optimum bis zur volligen 
Anaerobitat wie bei Lactobacillus pastorianus auch etwa zur Hafte 
ab, und nach der aeroben Seite zu war die Hemmwirkung des Sauer- 
stotfs mit Zunahme des O,-Partialdrucks ebenfalls ganz analog wie bei 
Lactobacillus pastorianus. Nach zunachst starker Beeintrachtigung des 
Wachstums bei O,-Partialdrucken, die nur wenig tiber 0,01 Atm. tiber- 
h6ht waren, war bei noch héheren O,-Partialdrucken iiber 0,04—0,98 Atm. 
die Wachstumshemmung nur mehr relativ gering und auch bei 
0,98 Atm. — d.h. also bei Begasung mit fast reinem Sauerstoff — war 
noch deutliches Wachstum vorhanden. 

Das in diesen Partialdruckversuchen gezeigte Verhalten von Escherichia 
coli entspricht insofern eigentlich nicht der Erwartung, als man annehmen 
sollte, daB diese fakultativ anaerobe Bakterienart ihr Wachstumsopti- 
mum bei héheren O,-Partialdrucken haben sollte als die mikroaerophile 
Bakterienart Lactobacillus pastorianus. 
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Versuche mit Acetobacter sp. (Essigstiurebakterien) 

Fiir die typisch aeroben Essigsiurebakterien war anzunehmen, dab 
ihr Wachstumsoptimum bei hohem O,-Partialdruck liegen wiirde. Die 
Versuche in Abb.5, die als ,,Langzeitversuche*‘ durchgefihrt waren, 
zeigen auch entsprechendes auf. Die stirkste Vermehrung wurde 
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Abb. 4. Vermehrung von Escherichia coli in Abhingigkeit vom O,-Partialdruck; 2 Versuchsreihen 
(Kulturzeit 4—5 Std, Temperatur 37° C) 


6 
220 
~ 
5 
£ 780 
aS ¥ 
SJ 
S740 
eg PRA Te 
$700 Kurezettversuche \ 
Ss = Sa 142 
SS 60 SY 
N\ “SQ 47 
20 | | | 
0” G02 G04 0.06 008 G10 B% BM G% B® O20 38" 


0; -Partialdruck 


Abb. 5, Vermehrung von Acetobacter sp. in Abhiingigkeit vom O,-Partialdruck; Langzeitversuch: 
Kulturzeit 20 Std, Ordinateneinteilung links; Kurzzeitversuch: Kulturzeit 10 Std, Ordinateneinteilung 
rechts; (Temperatur in beiden Versuchen 25° C) 


hier bei einem O,-Partialdruck von 0,2 Atm. festgestellt. Diese Versuche 
erstreckten sich tiber 20 Std und wurden mit einer Ausgangszellzahl von 
etwa 1 Mill./ml angesetzt; die Begasungsstirke war dabei wie in den 
vorausgehenden Versuchen normal gehalten. Bei einem weiteren Versuch 
mit geringerer Ausgangszellzahl, kiirzerer Kulturzeit und verstirkter 
Begasung (,,Kurzzeitversuche") lag jedoch das Wachstumsoptimum 
zu einem O,-Partialdruck von 0,01 verschoben. Die Kurve ist in diesem 
Falle sehr ahnlich den Kurven, wie sie in den vorausgehend beschrie- 
benen Versuchen fiir Lactobacillus pastorianus und auch fiir Escherichia 
colt erhalten wurde, mit dem Unterschied allerdings, daB die Essigsdure- 
bakterien, entsprechend ihrem streng aeroben Charakter, beim O,-Partial- 
druck 0 kein Wachstum zeigten, und da sie, was freilich gerade in 
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Anbetracht ihrer Aerobitat an sich eher umgekehrt zu erwarten war, eine 
sogar starkere Empfindlichkeit gegen héhere O,-Partialdrucke aufwiesen 
als die fakultativ anaerobe Bakterienart Escherichia coli. Im Gegensatz 
zu dieser konnten sich die Essigsiurebakterien bei einem O,-Partial- 
druck von 0,98 praktisch iiberhaupt nicht mehr vermehren. 

Die Verschiebung des Wachstumsoptimums von dem héheren O,- 
Partialdruck in den ,,Langzeitversuchen‘‘ zu dem wesentlich niedrigeren 
in den ,,Kurzzeitversuchen“ zeigt deutlich, daB diese O,-Partialdruck- 
Endpunktversuche, zum mindesten fiir so stark O,-zehrende Mikro- 
organismen wie die Essigsdurebakterien, nur eine relativ beschrankte 
Moglichkeit bieten, die wirklichen Verhaltnisse hinsichtlich O,-Bedarf 
eindeutig richtig aufzuzeigen. Denn es kommt hier ganz darauf an, wie 
die Bedingungen hinsichtlich Einsaat, Versuchszeit und Begasungs- 
starke gewahlt werden. Ist die Kinsaat niedrig und die Versuchszeit ktirzer, 
so reicht auch ein relativ niedriger O,-Partialdruck (hier 0,01) noch aus, 
um tiber die Dauer der ganzen Versuchszeit die anwachsende Zell- 
population optimal zu versorgen. Ist die Einsaat aber héher und die 
Versuchszeit linger, so ist die optimale O,-Versorgung fiir die dann zu 
einer viel héheren Zelldichte in der Versuchszeit anwachsende Population 
bis zum Ende des Versuchs bei diesem Partialdruck nicht mehr gewahr- 
leistet. Das O,-Partialdruck-Optimum fiir das Wachstum liegt dann zu 
einem hoheren O,-Partialdruck hin ,,verschoben‘‘, weil schlieBlich bei 
der immer hoher anwachsenden Zellzahl der aus dem Gasgemisch mit dem 
gegebenen O,-Partialdruck in Loésung gehende Sauerstoff immer schneller 
verbraucht wird, so daB schlieBlich der im Medium geldst befindliche 
Sauerstoff gar nicht mehr dem betreffenden O,-Partialdruck entspricht, 
d.h. das Henry-Daltonsche Gesetz ist dann nicht mehr erfillt. Dies 
ist aber iiber den ganzen Versuchsverlauf grundsatzliche Forderung, 
wenn wirklich reelle Aussagen tiber die Abhangigkeit der Vermehrung 
einer Mikroorganismenart vom O,-Partialdruck gemacht werden sollen, 
und die Gefahr, da®& die vorgenannte Forderung nicht erfiillt ist, ist 
insbesondere dann gegeben, wenn stark O,-zehrende Mikroorganismen 
auf diese Weise untersucht werden, weiterhin aber auch dann, wenn fir 
weniger stark O,-zehrende Mikroorganismen sehr niedrige O,-Partial- 
drucke angewendet werden. Auferdem ist bei solchen Versuchen auch 
noch die unterschiedliche Léslichkeit des Sauerstoffs in verschiedenen 
Medien und sogar im selben Medium wihrend der Versuchszeit (durch 
dessen Veranderung z.B. infolge Alkoholbildung) als Ungenauigkeits- 
faktor in Betracht zu ziehen. Im iibrigen geben solche O,-Partialdruck- 
Endpunktversuche auch nur Aufschlu8 iiber das Wachstumsergebnis fiir 
die gewahlte Versuchszeit. 

In letzterer Hinsicht erweiterte Ergebnisse lassen sich durch die Aufstel- 
lung von Wachstumskurven bei verschiedenen O,-Partialdrucken (Abb.6) 
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ermitteln, wodurch immerhin der ganze Verlauf des Wachstums einer 
Population bei diesem oder jenem O,-Partialdruck dargestellt wird. Aus 
solchen Wachstumskurven erhalt man auch ein klareres Bild tiber die 
Lage des O,-Partialdruck-Optimums einer Mikroorganismenart und tiber 
eine gegebene Hemmwirkung héherer O,-Partialdrucke, und zwar 
entsprechend der unterschiedlichen Steilheit und Lage der einzelnen bei 
verschiedenen O,-Partialdrucken aufgenommenen Wachstumskurven 
(Abb. 6). Auch lassen sich 


760 obi: en aNes aus solechen Kurvenbildern 

| eventuell gegebene Besonder- 
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Stunden Partialdruck von 0,02 Atm., 
Abb. 6. Wachstumskurven von Lactobacillus pastorianus beidem andererseits das beste 
bet Bornnng mit Gemincen, von weamiederes  Jogarithmische — Wache- 
tum auftrat. Dies diirfte 
wohl damit zusammenhangen, daB die Impfkultur bei allen diesen 3 Ver- 
suchen aus anaerobem Milieu stammte und nach Verimpfung ins sauerstoff- 
haltige Versuchsmedium zuerst eine gewisse Anpassungszeit zur Umstel- 
lung auf die durch den Sauerstoff veranderten Verhaltnisse notwendig war. 
Aber auch bei der Aufstellung von Wachstumskurven in Abhangigkeit 
vom QO,-Partialdruck ist natiirlich Grundbedingung, da& wahrend der 
gesamten Versuchszeit zur Ermittlung der Kurven das Henrysche Gesetz 
erfiillt ist, d.h. immer Gleichgewicht zwischen dem Sauerstoff in der 
Gasphase und dem gelésten Sauerstoff im Medium herrscht. Dies steht 
aber, wie vordem schon erwahnt, nicht unter Kontrolle. 


C) Die Vermehrung und Atmung der Versuchsorganismen in 
Beziehung zum gelésten Sauerstoff 
1. Die Vermehrung der Versuchsorganismen bei Ubergang von aeroben zu 
anaeroben Verhdltnissen 


In den nachfolgend beschriebenen Versuchen wurde jeweils ein Elektroden- 
gefaf von 700 ml Inhalt mit Nahrfliissigkeit gefiillt und in dieser, auBer bei den 
Versuchen mit den Buttersiurebakterien, durch Beliiftung die O,-Konzentration 
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entsprechend der Luftsattigung eingestellt, im Falle der Versuche mit den Butter- 
sdurebakterien dagegen nur auf etwa 2 mg O,/I. 

Nach der Beimpfung mit den Mikroorganismen wurde das Gefai8 jeweils luft- 
blasenfrei verschlossen und die Sauerstoffabnahme sowie der Zellzuwachs in ge- 
wissen Zeitabstanden bestimmt. 

Die Darstellung der Ergebnisse erfolgte halblogarithmisch, unter logarithmischer 
Teilung der Ordinate fiir die Sauerstoffabnahme und den Zellzuwachs und unter 
numerischer Teilung der Abszisse fiir die Versuchszeit. Die logarithmische Teilung 
wurde so gewahlt, da an Hand der Kurven die O,-Abnahme und die Zellvermehrung 
direkt in Beziehung gebracht werden kénnen. 


a) Versuche mit Clostridium tyrobutyricum 


Es ergab sich das typische Bild fiir einen streng anaeroben Organismus. 
Das Wachstum (Abb.7) ist so lange fast vollig unterdriickt, bis der Sauer- 
stoff nahezu ganz reduziert ist (Reduktion durch ausgeschiedene Stoff- 
wechselprodukte). Erst dann 


geht das Wachstum sehr plotz- 500 


lich in die logarithmische Phase 200 

iiber. Dies stimmt mit den 

Befunden aus den O,-Partial- 100 

druckversuchen iiberein, bei 60 
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denen ein 4hnlich niedriger 
Konzentrationsbereich fiir die 
Moglichkeit des Wachstums 
dieser Buttersiurebakterienart 
aufgezeigt war. Die stark aus- 
gepragte lag-Phase ist. direkt 
mit der erforderlichen Zeit zur 
Reduktion des Sauerstoffs zu 
identifizieren. Sie erstreckt sich 
bis zu einem Zeitpunkt, bei dem 
praktisch kaum mehr Sauer- 
stoff in Loésung war, bzw. ein mq0,/l 
so niedriges O,-Niveau erreicht 2i~. ; 
war, da& der Sauerstoff fir ee mew Sar ae TRY’ Gao «ab 


diese anaerobe Bakterienart Stunden 


c “ . Abb. 7. Vermehrung von Clostridium tyrobutyricum 
nicht mehr toxisch wirkte, bei Ubergang von aeroben Zu anaeroben 


und ihr Wachstum  beginnen Verhiltnissen (‘Temperatur 37° ©) 
konnte. 

Es erscheint uns wahrscheinlich, eine direkte Toxicitat des Sauerstoffs 
fiir die anaeroben Organismen annehmen zu miussen, weniger dagegen 
eine Hemmwirkung itber das Redoxpotential, denn es liegen von uns 
festgestellte Befunde vor, die demniichst gesondert verdffentlicht werden 
sollen, wonach bei einem noch'relativ hohen rH von 15, aber praktisch 
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keinem Sauerstoff im Medium (gemessen mit der sehr genauen elektro- 
chemischen Me8methode), das Wachstum dieser Buttersiurebakterien 
bereits einsetzte. 


b) Versuche mit Lactobacillus pastorianus 


Bei der mikroaerophilen Milchsaurebakterienart Lactobacillus pasto- 
rianus (Abb.8) gliedert sich die Wachstumskurve in einen oxydativen 
und einen anoxydativen Kurventeil. Im oxydativen Wachstumsverlauf 
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Abb. 8. Vermehrung von Lactobacillus pastorianus bei Ubergang von aeroben zu anaeroben 
Verhiltnissen (Temperatur 25° C) 


stimmt sowohl in der lag- und Ubergangsphase, als auch in der logarith- 
mischen Wachstumsphase das Wachstum mit der O,-Abnahme bis zu 
einem O,-Gehaltsbereich von etwa 5 mg O,/l kongruierend iiberein. In 
diesem O,-Gehaltsbereich macht dann die O,-Abnahmekurve eine Kriim- 
mung und fallt beschleunigt zur Abszisse ab; der Sauerstoff wird also 
schneller verbraucht, d.h. je Zelle zunehmend mehr als vorher. Die 
Wachstumskurve bleibt aber nach Einsetzen der rascheren O,-Abnahme 
noch logarithmisch, und dies halt auch nach Aufbrauchen des Sauerstoffs 
im Medium noch etliche Zeit an, nimlich iiber etwa 5 Std. Diese Diskon- 
tinuitat zwischen O,-Verbrauch und Wachstum erscheint etwas ungewohn- 
lich. Der Versuch wurde deshalb auch mehrfach wiederholt. Dabei wurde 
in einem Fall das vollkommen gleiche Bild erhalten, und in 2 weiteren 
Fallen verlief die O,-Abnahmekurve auch analog wie in den ersten beiden 
Versuchen, nur da das Wachstum eine etwas kiirzere Zeit, nimlich 
nur etwa 1—11/, Std nach Verbrauch des Sauerstoffs, gleichbleibend 
logarithmisch weiterverlief. Man méchte danach annehmen, daB von 


Bedeutung des gelésten Sauerstoffs fiir die Vermehrung der Mikroorganismen 13 


einem gewissen niedrigeren O,-Gehalt ab diese mikroaerophile Organis- 
menart irgendwie befahigt ist, Sauerstoff vermehrt aufzunehmen und 
dabei in dem Sinne 6konomisch zu verarbeiten, daB zwar das Wachstum 
nicht schneller wird, aber Energiereserven gespeichert werden, die es ihr 
ermoglichen, auch nach Aufbrauchen des Sauerstoffs noch einige Zeit 
gleich gut weiter zu wachsen. 

Es ist nun hier allerdings noch zu erwahnen, da in einem weiteren 
Versuchsfall diese Ergebnisse doch nicht so eindeutig reproduzierbar 
waren. Zwar ging hier das 
Wachstum nach Verbrauch 
des Sauerstoffs ahnlich wie 
in den beiden ersterwahnten 
Versuchen auch noch etwa 
5 Std gleichbleibend logarith- 
misch weiter, die O,.-Abnahme- 
kurve verlief aber hier als 
Gerade,d.h.es wurde wahrend 
des Atmungsvorganges je 
Zelle immer gleich viel Sauer- 
stoff aufgenommen. 


AnschlieBend an die aerobe 
Wachstumsphase konnte in 
allen Versuchen eine Phase 
stark gehemmter Zellver- 
mehrung festgestellt werden, 
als Ubergangsphase bzw. An- 
passungsphase zum anaeroben 
Wachstumsverlauf. Nach Abb.9 
Uberwinden dieser Wachs- Vermehrung von Escherichia coli bei Ubergang von 

f P aeroben zu anaeroben Verhiltnissen (Temperatur 37°C) 
tumshemmung verlief die Ver- 
mehrung wieder logarithmisch, jedoch, entsprechend der unter anaeroben 
Verhaltnissen geringeren Energiegewinnungsmoglichkeit, weniger steil. 
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c) Versuche mit Escherichia coli 


Wie zu erwarten war, ergab sich fiir Hscherichia coli (Abb.9), als 
fakultativ anaerobe Bakterienart, eine 4hnliche Beziehung zwischen 
Zellvermehrung und geléstem Sauerstoff wie fiir den mikroaerophilen 
Lactobacillus pastorianus. Auch fir Escherichia coli wurde eine zweigeteilte 
Wachstumskurve mit steilerem, aeroben, und weniger steilem, anaeroben 
Kurventeil erhalten, verbunden durch eine Phase stark gehemmter Zell- 
vermehrung, als Anpassungsphase zwischen aeroben und anaeroben Ver- 
haltnissen. AuBerdem ist Escherichia coli offenbar ahnlich wie Lactobacillus 
pastorianus dazu fahig, wahrend der oxybiontischen Wachstumsphase 
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einen Energievorrat zu bilden, der ihr auch nach Aufbrauchen des Sauer- 
stoffs aus dem Medium noch eine Zeitlang eine gleichbleibende Weiter- 
vermehrung wie unter aeroben Verhaltnissen erméglicht. 

Die anaerobe Wachstumsphase ist in diesem Versuch etwas kurz, da 
nach dem Beginn der anaeroben Vermehrung schon bald die Substrat- 
erschépfung eintrat. Hierdurch kénnte die Eindeutigkeit der Ergebnisse 
des Versuchs in diesem Bereich vielleicht beeintrachtigt erscheinen, Aber 
in einem weiteren Versuch, der zur Verlangsamung der Vermehrung und 
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Abb. 10. Vermehrung von Acetobacter sp. bei Ubergang von aeroben zu anaeroben Verhiltnissen 
(Temperatur 25° C) 


dadurch méglichen besseren Verdeutlichung des anaeroben Kurventeils 
bei 15°C durchgefiihrt wurde, war die Ubergangsphase, gefolgt von einer 
langeren weniger steilen log. Wachstumsphase, einwandfrei reproduzier- 
bar. Allerdings stellte sie sich hier unmittelbar nach Verbrauch des 
Sauerstoffs ein, wonach also hier keine oxydative Energievorratsbildung 
erfolgt war. Dies erklart sich wahrscheinlich durch die wesentlich niedrigere, 
fiir die Vermehrung von Escherichia coli stark unteroptimale Versuchs- 
temperatur, bei der der Ablauf der Energiebeschaffungsreaktionen relativ 
stirker verlangsamt sein diirfte als der Ablauf der Aufbaureaktionen. 


d) Versuche mit Acetobacter sp. 

GewissermaBen ein Gegenstiick zu den Ergebnissen, wie sie fiir die 
Buttersiurebakterien erhalten wurden, bilden die Ergebnisse aus analogen 
Versuchen mit den Essigsiurebakterien, Acetobacter sp., (Abb.10). Die 
O,-Abnahmekurve entspricht hier deutlich einer typischen Atmungs- 
kurve. Sie verliuft nach anfanglich kurzer Beschleunigung logarithmisch, 
bis fast aller Sauerstoff verbraucht ist. Kongruent hierzu steigt auch 
die Wachstumskurve nach kurzer lag-Phase zu logarithmischem Verlauf 
auf. Die anfingliche Beschleunigung der O,-Abnahme entspricht hier 
direkt der lag-Phase, und das Wachstum hort hier bei den Essigsaure- 
bakterien auf, wenn der Sauerstoff verbraucht ist, wie umgekehrt bei 
den Buttersaurebakterien das Wachstum dann erst einsetzt. 
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2. Die Atmung der Versuchsorganismen in Abhingigkeit von der 
Konzentration an gelostem Sauerstoff im Medium 


Zu den Atmungsversuchen wurde fiir Hscherichia coli und Lactobacillus pastoria- 
nus Glucose-Phosphatlésung, fiir die Acetobacter sp. Alkohol-Phosphatlésung be- 
niitzt. Das Atmungssubstrat wurde jeweils in ein Elektrodengefa8 von etwa 250 ml 
Fassungsvermégen gefiillt und mit einer fiir die Versuche geeigneten Zelldichte 
der Versuchsorganismen beimpft. AnschlieBend wurde durch entsprechende Be- 
gasung ein bestimmter Sauerstoffspiegel im Medium eingestellt, worauf die GefaBe 
luftblasenfrei  verschlossen 
wurden. In gewissen Zeit- 
abstanden wurde dann 
die Abnahme des gelésten 
Sauerstoffs mit der elektro- 
chemischen  Sauerstoffmef- 
methode ermittelt. 


Abb. 11 zeigt die Ergeb- 
nisse der Versuche mit 
Lactobacillus pastorianus, 
Escherichia coli und Ace- 
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tobacter sp.; Clostridium Rackcolr 
tyrobutyricum schied bei Lactobacius pstionn 


diesen Versuchen als 


streng anaerob aus. Die 

. s Abb. 11. Atmungskurven von Lactobacillus pastorianus, 
Kurven geigel deutlich Escherichia coli und Acetobacter sp. Die verstaérkten Punkte 
den Charakter typischer geben jeweils die O,-Minimumkonzentration fiir optimale 


Atmun g skurven. Bis zu Atmung an (Temperatur 25° C) 
einem bestimmtenniedrigen O,-Konzentrationsbereich laufen sie als gerade 
Linien entsprechend dem zeitproportionalen Sauerstoffverbrauch durch 
die Atmungstiitigkeit der eingeimpften Zellpopulationen. Das heiSt, in 
diesem ganzen O,-Konzentrationsbereich ist bis dahin die Atmung kon- 
stant. Daran anschlieBend zeigen die Kurven eine Kriimmung und néhern 
sich asymptotisch der Zeitachse. Auch Topr (1957) erwahnt in einer 
neueren Arbeit diesen ,,Knick‘‘ in Atmungskurven von Mikroorganismen, 
ohne allerdings auf die Ursache dafiir naher einzugehen. Dieser » Knick‘ 
in den Atmungskurven ist ganz offensichtlich so zu erklaren, da von 
dem diesem ,,Knick‘ entsprechenden O,-Konzentrationsbereich an der 
im Medium noch befindliche Sauerstoff das O,-Aufnahmevermégen der 
Zellen nicht mehr voll befriedigen kann. An den Zelloberflachen befinden 
sich weniger Sauerstoffmolekiile als optimal aufgenommen werden 
k6nnen. Die geringste Konzentration in Milligramm geloésten Sauerstoffs, 
bei welcher der O,-Verbrauch der Zellen je Zeiteinheit eben noch so hoch 
ist, wie im geraden Teil der Kurve, soll als O,-M inimumkonzentration fiir 
die optimale Atmung bezeichnet werden (Oj,-Mmk). 

ErwartungsgemaB ergab sich fiir die stark O,-zehrenden Hssigsiure- 
bakterien eine hohere O,-Mmk als fiir Escherichia coli und Lactobacillus 
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pastorianus. Der Sauerstoff kommt fiir sie friiher ins Minimum als fiir 
die letzteren. Die Lage der O,-Mmk steht in offenbarer Abhangigkeit 
vom. ,,spezifischen O,-Verbrauch‘‘ der verschiedenen Organismenarten. 

Aus der Sauerstoffabnahme je Zeiteinheit im geraden Teil der Atmungs- 
kurven laBt sich der spezifische O,-Verbrauch bzw. die , Atmungsgr6Be™, 
bezogen auf eine Bezugseinheit wie die einzelne Zelle, Zelloberfliche oder 
Trockengewicht, in der Zeiteinheit berechnen. Unter den yorstehend 
erwihnten Bedingungen (Glucose als Atmungssubstrat fiir Lactobacillus 
pastorianus und Escherichia coli, Alkohol fiir Acetobacter sp.) ergaben sich 
fiir die 3 untersuchten Bakterienarten folgende O,-Verbrauchswerte je 
Zelle und Stunde als ,,AtmungsgréBe‘‘ im O,-Konzentrationsbereich 
oberhalb der O,-Mmk: 


Acetobacter sp.: 8 - 10-19 mg O,/Std 
Escherichia coli: 3,3 - 10-11 mg O,/Std 
Lactobacillus pastorianus: 2 +10~™% mg O,/Std. 


3. Die Vermehrung der Versuchsorganismen bei konstanten O,-Spiegeln im 
Medium in Beziehung zur O,-Minimumkonzentration fiir die optimale 
Atmung 

Der gerade Verlauf der erhaltenen Atmungskurven mit ihrem Umbiegen 
erst bei einem niedrigen Sauerstoffgehalt zeigt, daB fiir die gepriiften 
Versuchsorganismen bis zu diesen niedrigen O,-Gehalten (O,-Mmk) 
maximale Atmung moglich ist. Aus den O,-Partialdruckversuchen geht 
weiterhin hervor, daf nicht nur fiir mikroaerophile, sondern auch fiir 
fakultativ anaerobe und sogar fiir aerobe Organismen schon bei relativ 
niedrigen O,-Partialdrucken optimales Wachstum gegeben ist, wenn die 
Bedingungen (Zelldichte, Versuchsdauer) so sind, da bei diesen O,- 
Partialdrucken auf die Dauer der Versuche Gleichgewicht zwischen dem 
Sauerstoff in der Gasphase und dem im Medium gelésten Sauerstoff 
herrscht. Dagegen wirkten héhere O,-Partialdrucke bzw. O,-Konzentra- 
tionen im Medium hemmend. Diese Ergebnisse fiihrten zu der Annahme, 
daB die jeweils festgestellte O,-Mmk gleichzeitig das Sauerstoffoptimum 
fiir das Wachstum darstellt. 

Kinen Beweis hierfiir sollten Wachstumsversuche erbringen, bei denen 
wahrend der ganzen Kulturzeit der O,-Spiegel im Medium auf der O,- 
Mmk gehalten wurde. Die O,-Mmk wurde fiir die Versuchsorganismen 
in einem Vorversuch (Atmungsversuch) im gleichen Medium, wie es zum 
Hauptversuch diente, jeweils vorher bestimmt. Aus Sicherheitsgriinden 
wurde jedoch im Hauptversuch der O,-Spiegel etwas héher eingestellt. 

Parallel zu diesen Wachstumsversuchen bei der O,-Mmk liefen Ver- 
suche, bei denen der O,-Spiegel im Medium laufend auf der Konzentration 
gehalten wurde, die dem O,-Partialdruck der Luft entspricht, um dadurch 
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einen Vergleich zwischen dem Wachstum bei O,-Mmk und hoherer 
O,-Konzentration zu haben. 


Alle anderen Bedingungen, wie insbesondere Begasungsstirke und Riihr- 
geschwindigkeit zur gleichmaBigen Durchmischung des Gas-Fliissigkeits-Systems 
(und damit auch die Substratbewegung mit ihrem Hinflu8 auf das Wachstum), 
wurden in beiden Fallen gleich gehalten. Selbstverstindlich wurde auch die nétige 
CO,-Versorgung sichergestellt. Als KulturgefiSe zur Aufnahme der Nahrmedien 
dienten zwei ElektrodengefiBe von gleicher Form und gleichem Inhalt. Die 
Konstanthaltung des gelésten Sauerstoffs 
auf der gewiinschten Konzentration er- 600 
folgte mit Hilfe eines Systems von 
Strémungsmessern, mit denen es méglich 
war, durch héhere Dosierung des Sauerstoffs 
und entsprechend geringere Dosierung des 200 | 


06mg 02/t 
| 


400 


Stickstoffs im 0,/N,/CO,-Gemisch den x 

Sauerstoff in dem Mafe ins Medium ver- 5 

mehrt einzubringen, wie er mit dem An- S 

wachsen der Zellzahl steigend verbraucht .s 

wurde. DaB der O,-Spiegel auf diese Weise & | 
im Medium immer gleichmafig aufrecht S 

erhalten blieb, wurde mit der elektrochemi- & 


schen O,-MeBmethode laufend kontrolliert. 


a) Versuche mit Acetobacter sp. 


Die ersten Untersuchungen dieser 
Art wurden mit den obligat aeroben 


| 


EE LEE CPE ME 


Essigsaurebakterien (Acetobacter sp.) Stunden 

durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind — apb. 12. Die Vermehrung von Acetobacter sp. 

in 1 dar estellt. in Abhingigkeit von dem im Medium gelésten 

* Abb ‘8 ay Sauerstoff bei zwei verschiedenen O,-Spiegeln 
Ein Vergleich der beiden Wachs- (Temperatur 28° C) 


tumskurven bei den genannten 

verschiedenen O,-Spiegeln zeigt, daB die Vermehrung bei der O,-Mmk 
deutlich starker war als bei der Luftsattigungs-O,-Konzentration. Aus 
arbeitstechnischen Griinden konnten zu diesen beiden Kurven nicht auch 
noch Kurven fiir 0,-Zwischenkonzentrationen aufgestellt werden, undesist 
deshalb die O,-Mmk noch nicht ohne weiteres auch als O,-Konzentration 
fiir das optimale Wachstum eindeutig identifiziert. Wenn man aber zu 
diesen Versuchen die Ergebnisse der Partialdruckversuche fiir die Essig- 
sdurebakterien bei niedriger Zelldichte heranzieht (Kurzzeitversuche), 
pei denen beim O,-Partialdruck von 0,01 das beste Wachstum auftrat, 
so ist zu sagen, da jedenfalls das Wachstumsoptimum bei keiner héheren 
O,-Konzentration, als diesem niederen O,-Partialdruck entspricht, namlich 
im Bereich von 0,4 mg O,/l, liegen kann. Dies stimmt etwa mit der 
in den Atmungsversuchen festgestellten O,-Mmk und mit der in den 
vorerwahnten Wachstumskurven mit gleichbleibenden O,- Spiegeln als 


O,-Mmk eingestellten 0,-Konzentration iberein, bei der im Vergleich 
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zur Luftsattigungs-O,-Konzentration immerhin das bessere Wachstum 
zu verzeichnen war. 

Bei den mit den Essigsiurebakterien durchgefiihrten Wachstums- 
versuchen mit gleichbleibendem O,-Spiegel im Medium war es notwendig, 
zur laufenden Aufrechterhaltung des O,-Spiegels den O,-Gehalt im 
- Begasungsgemisch mit dem Fortschreiten des Wachstums bis zum Ende 
der Versuchszeit sehr stark zu erhédhen. So mute zur Aufrechterhaltung 
der O,-Mmk (von 0,6 mg/O,/l, einschlieBlich Sicherheitszuschlag) der 
Anteil des Sauerstoffs im Begasungsgemisch von anfanglich 2°/, O, bis 
zum Ende des Versuchs allmahlich bis auf rund 20°/, Og, also etwa um 
das zehnfache, erhoht werden. Dabei war durch sehr starkes Rthren des 
Nahrmediums (Magnetriihrer) fiir beste Durchmischung des Gasgemisches 
mit der Nahrfliissigkeit und damit fiir einen sehr schnellen Gasaustausch 
gesorgt. Die aufgezeigte starke Steigerung des O,-Partialdrucks zur 
Aufrechterhaltung des O,-Spiegels kann also nicht etwa mit einer zu 
schwachen Begasung in Zusammmenhang gebracht werden. Eine analoge 
Steigerung des O,-Partialdruckes war auch zur laufenden Aufrecht- 
erhaltung der Luftsattigungs-O,-Konzentration im Parallelversuch not- 
wendig, wenn auch relativ weniger stark. 

Diese Versuchsergebnisse erweisen demnach, da die Essigsaure- 
bakterien entsprechend ihrem aeroben Charakter zwar einen sehr hohen 
, Spezifischen O,-Verzehr** aufweisen, daf aber andererseits fiir ihr opti- 
males Gedeihen nicht auch ein dementsprechend hoher Sauerstoffspiegel 


im Medium notwendig ist, sondern dieser im Gegenteil sogar auffallend 
niedrig liegt. 


b) Versuche mit Serratia marcescens 

Weitere Versuche mit Konstanthaltung des O,-Spiegels im Bereich 
der O.-Mmk bzw. der Luftsattigungs-O,-Konzentration wurden mit 
Serratia marcescens (Abb.13) durchgefiihrt. Diese Bakterienart wurde 
zu diesen Versuchen deshalb mit herangezogen, weil auBer den Essig- 
sdurebakterien auf diese Weise noch eine weitere, als stark aerob geltende 
Bakterienart untersucht werden sollte, und weil auBerdem von Scumipt- 
Lorenz u. RippeL-BaupEs (1957) festgestellt worden war, daB Serratia 
marcescens Zu optimaler Vermehrung einen sehr hohen O,-Partialdruck 
notig habe (60°/, O, im Begasungsgemisch bei starker Begasung). Diese 
Versuche (Abb.13) brachten etwa ein ahnliches Ergebnis wie die mit 
den Essigsiurebakterien. Auch hier ist das Wachstum bei einem sehr 
niedrigen O,-Spiegel des Mediums von 0,18 mg O,/lim Bereich oder doch 
nahe der O,-Mmk (letztere durch die Atmungskurven mit 0,06 mg O,/l 
ermittelt) besser als bei Luftsattigungs-O,-Konzentration. Allerdings 
ist der diesbeziigliche Unterschied geringer als bei den Essigsiure- 
bakterien, was darauf schlieBen laBt, da Serratia offenbar entsprechend 
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weniger empfindlich gegeniiber héheren O,-Konzentrationen im Medium 
ist als die Essigsiurebakterien. Sodann muBte der O,-Partialdruck zur 
Aufrechterhaltung des niedrigeren O,-Spiegels im Verlaufe des Versuchs 
nicht in dem Ma gesteigert werden, wie bei den Essigsiurebakterien. 
Vergleichsweise mu8te wahrend des Anwachsens der Ausgangszellzahl 
von etwa 10 Mill. Zellen/ml auf etwa 600 Mill./ml bei Serratia der O,- 
Partialdruck von 0,45°/, O, im Begasungsgemisch auf nur 1,2°/, O, 
gesteigert werden, bei den Hssigsdure- 

bakterien dagegen von 2°/, auf 20°/,. za 


Der spezifische O,-Verzehr von Serratia aiemg 02/\ 


ist also deutlich geringer als bei den — ggg Wi zsmgle/ 
Essigséurebakterien, gewissermaBen 700 lg / 
in Ubereinstimmung damit, daB sich = 
fir Serratia auch. eine niedrigere E400 
O,-Mmk ergab als fiir die KEssig- S 
saurebakterien. ai 
Was nun die Frage betrifft, ob S 
auch hier bei Serratia die O,Mmk 8” 
wirklich mit der O,-Konzentration fiir bs 
optimales Wachstum identifizierbar 40 
ist, so ist zu bemerken, da bei diesen 
Versuchen eine relativ  starkere 20 
Uberhéhung der O,-Mmk als _ bei 


den Versuchen mit den Essigsaure- 10 


: . = OG: 4 6. Wel Cue cae 
bakterien gewahlt wurde, d.h. tiber Stunden 
einen gewissen Sicherheitszuschlag ; 

: ss 5 ; Abb. 13. Die Vermehrung von Serratia 
hinaus, namlich von etwa 0,06mg O,/1 marcescens in Abhingigkeit von dem 
wirkli -Mmk im Medium gelésten Sauerstoff bei zwei 
( kliche Oz M ) aut 0,18 mg O2/ I. verschiedenen O,-Spiegeln (Temperatur 
Der in diesem Falle etwas starker 25° O) 


iiber die O,-Mmk erhéhte O,-Spiegel 

im Medium von 0,18 mg 0,/] wurde fiir den oben dargelegten Ver- 
such deshalb gewahlt, weil ein vorhergehender Versuch gezeigt hatte, 
da® bei der eigentlichen O,-Mmk mit nur geringerem Sicherheits- 
zuschlag das Wachstum zwar anfanglich besser als bei der Luftsattigungs- 
konzentration war, die Verhaltnisse sich jedoch spater umkehrten. 
Immerhin aber liegt diese O.-Konzentration von 0,18 mg O,/1 doch so 
tief, daB sie jedenfalls als nahe im Bereich der O,-Mmk liegend gelten 
darf. Freilich kénnte man auch einwenden, da in diesem Falle die O.- 
Konzentration fiir optimales Wachstum mit der O,-Mmk nicht mehr 
klar identifizierbar ist, sondern von Serratia offenbar doch eine héhere 
Konzentration an gelostem Sauerstoff fiir optimales Wachstum bendtigt 
wird. Dies konnte man dann damit in Zusammenhang bringen, daB bei 
dieser nicht so streng aeroben, sondern doch bereits etwas mehr fakultativ 
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anaeroben Bakterienart bei Darbietung der O,-Mmk eben noch ein 
gewisses MaB an Garung neben Atmung parallel lauft. 


Versuche mit Hefen 


Um in dieser Richtung weitere Aufschliisse zu erhalten, wurden auch 
noch mit einigen Hefen von aerobem Charakter solche Versuche durch- 
gefiihrt, nimlich mit den stark aeroben Hefen Candida mycoderma und 
Hansenula anomala, in einem Alkoholmedium, und mit der aerob aus- 
gerichteten, aber doch eigentlich sich fakultativ anaerob verhaltenden 
Hefe Torulopsis utilis, in Glucosemedium. Von den beiden ersten Hefen 
muBte in Anbetracht der Darbietung von Alkohol als C-Quelle und in 
Anbetracht ihres ausgesprochen aeroben Charakters angenommen werden, 
daB sie sich in diesen Versuchen wie die Essigsiurebakterien verhalten 
wiirden, von T'orulopsis utilis, daB sie mit ihrem diesbeziiglichen Verhalten 
ungefahr dem von Serratia marcescens entsprechen wirde. Aber hier zeigte 
sich fiir alle 3 Hefen ein ganz anderes Bild, nimlich, da sie gleich von 
Anfang an bei Luftsattigungs-O,-Konzentration das bessere Wachstum 
aufwiesen, als bei der O,-Mmk. Mindestens also fiir Candida mycoderma 
und Hansenula anomala konnte in Anbetracht von Alkohol als C- Quelle 
das geringere Wachstum bei der O,-Mmk nicht mit einem Parallelgehen 
von Garung mit Atmung in Zusammenhang gebracht werden. Es ist 
aber daran zu denken, da bei ihnen (und ahnlich von Fall zu Fall auch 
bei anderen Mikroorganismen) unter dem EinfluB einer erhéhten O,- 
Konzentration eine starke adaptive Neubildung oder Aktivierung oxy- 
dativer Enzyme bewirkt wird. Eine Bekraftigung erfahrt diese Deutung 
durch die bei Serratia gemachte Feststellung, daf nach Vorkultur dieser 
Bakterienart unter Beliiftung mit 20°/, O, eine um etwa 10—15°/, héhere 
O,-Mmk bestimmt wurde als nach Vorkultur bei Begasung mit 2°/) Og. 
Dies weist zweifellos daraufhin, daB unter der Wirkung der héheren O,- 
Konzentration eine adaptive Vermehrung oder Aktivierung oxydativer 
Fermente stattgefunden hat und so die O,-Mmk zu einem entsprechend 
hdheren Wert verschoben wurde. Man kann danach sagen, daB die O,- 
Mmk eine ,, Verainderliche‘‘ in Abhingigkeit von der Héhe der Sauerstoff- 
versorgung bei der Vorziichtung ist. Es ist natiirlich anzunehmen, daB 
bei den einen Mikroorganismen, wie etwa den vorgenannten Hefen, eine 
groBere Fahigkeit zu einer solchen Adaption des oxydativen Enzym- 
systems unter dem KinfluB hoherer Sauerstoffkonzentration besteht, bei 
anderen wieder eine geringere, und da auBerdem auch Unterschiede 
hinsichtlich der notwendigen Adaptionszeit vorliegen kénnen. 

Kine kurze Bemerkung wiire schlieBlich noch zu der fiir die Essigsdéure- 
bakterien und Escherichia coli gemachten Feststellung zu treffen, da 
erstere trotz aeroben Charakters sich gegeniiber héheren O,-Konzen- 
trationen empfindlicher zeigten als die fakultativ anaerobe Escherichia 
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coli. Dieses merkwiirdige, eigentlich eher umgekehrt zu erwartende 
Verhalten koénnte man damit erklaren, da8 gerade fakultativ anaerobe 
Organismen beziiglich O,-Empfindlichkeit eine weitgehendere Adaptions- 
méglichkeit aufweisen als aerobe, entsprechend ihrer eben typisch 
weitgespannten Adaptionsméglichkeit zwischen rein anaeroben und 
aeroben Verhaltnissen. 


Aus weiteren Befunden geht sodann hervor, daB die Essigsaurebak- 
terien zwar einen ihrer ausgepragten Aerobitit entsprechend hohen 
spezifischen O,-Verbrauch haben, da8 sie aber im Vergleich zu fakultativ 
anaeroben oder mikroaerophilen Mikroorganismenarten nicht auch einen 
entsprechend soviel héheren Sauerstoffspiegelim Medium fiir ihr optimales 
Wachstum bendtigen. Es ist danach aufgezeigt, da durch die Be- 
griffe: ,,aerob™, , mikroaerophil“, ,,fakultativ-anaerob“, ,anaerob“ die 
Verhaltnisse fiir eine Mikroorganismenart hinsichtlich ihres spezifischen 
0,-Verbrauchs sowie des fiir ihr optimales Wachstum notwendigen 
O,-Spiegels und ihrer spezifischen Empfindlichkeit gegeniiber héheren 
O,-Konzentrationen keinesfalls geniigend charakterisiert werden. 


AuBerdem ist in diesem Zusammenhang nochmals herauszustellen, 
da8 man mit O,-Partialdruckversuchen allein die Unterschiede im spezi- 
fischen O,-Verbrauch verschiedener Mikroorganismenarten nicht erfassen 
kann, Auch Unterschiede in der Hohe des fiir das optimale Wachstum 
notwendigen Sauerstoffspiegels im Medium sowie Unterschiede in der 
Empfindlichkeit der verschiedenen Organismen gegeniiber héheren O,- 
Konzentrationen sind hiermit nur bedingt zu erfassen, nur insoweit 
namlich, als die Bedingung erfiillt ist, daB jeweils bei den Versuchen auf 
die Dauer Gleichgewicht zwischen O,-Partialdruck des Begasungs- 
gemisches und dem im Medium gelosten Sauerstoff herrscht. Dagegen 
sind in Wachstumsversuchen, unter Einstellung und Konstanthaltung 
verschiedener Sauerstoff-Spiegel durch Stromungsmesser, auf der Grund- 
lage laufend durchgefiihrter Messung des im Medium gelésten Sauerstofts 
mit Hilfe der elektrochemischen Sauerstoff-MeBmethode, alle diese 
3 Kriterien, die fiir die richtige Beurteilung einer Mikroorganismenart in 
ihrem Verhalten gegeniiber dem Sauerstoff wichtig sind, erfaBbar. 


Zusammenfassung 


Der EinfluB des Sauerstoffs auf die Vermehrung von Mikroorganismen 
verschiedener O,-Bedarfsgruppen (Clostridium tyrobutyricum, Lacto- 
bacillus pastorianus, Escherichia coli, Acetobacter sp., Serratia marcescens 
und Hefen) wurde — unter Verwendung teilweise neu entwickelter 
Apparaturen — vergleichend untersucht: a) in Abhangigkeit vom O,- 
Partialdruck, b) in Abhangigkeit vom gelésten Sauerstoff im Medium, 
letzteres sowohl bei Ubergang von aeroben zu anaeroben Verhaltnissen, 
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wie auch unter Konstanthaltung des O,-Spiegels. Dabei wurde die elek- 
trochemische O,-Mefmethode angewendet. 

Der O,-Partialdruck kann nur dann eine richtige Bezugsbasis fiir die 
Mikroorganismenvermehrung in ihrer Abhangigkeit vom Sauerstoff 
bieten, wenn waihrend des Versuches zwischen Fliissigkeits- und Gas- 
phase standig O,-Gleichgewicht herrscht; diesist abernicht kontrollierbar. 
Das O,-Partialdruckoptimum fiir die Zellvermehrung ist von der Zell- 
dichte und Begasungsstiérke abhingig. Je nach Grofe derselben ver- 
schiebt sich das O,-Partialdruckoptimum zu einem héheren oder tieferen 
Wert. 

Wachstumsversuche mit Ubergang von aeroben zu anaeroben Ver- 
haltnissen ergaben bei Clostridium tyrobutyricum nur eine anaerobe 
Wachstumsphase, bei Acetobacter sp. dagegen nur eine aerobe. Bei Lacto- 
bacillus pastorianus und Escherichia coli gliederte sich die Wachstums- 
kurve in einen steileren oxydativen und einen weniger steilen anoxyda- 
tiven Abschnitt mit einer dazwischen legenden Adaptionsphase mit nur 
geringer Zellvermehrung. Die Zwischenphase setzte bei beiden Organis- 
men erst einige Zeit nach Verbrauch des Sauerstoffs ein, nachdem die 
Vermehrung mit offenbar oxydativ gewonnenen Energiereserven noch 
einige Stunden gleich geblieben war. 

Unter Anwendung der elektrochemischen O,-Me8methode wurden 
auch Atmungskurven aufgestellt und daraus die Atmungsgr6Be der Ver- 
suchsorganismen direkt in Milligramm O,/Std ermittelt. Weiterhin 
wurde die geringste Konzentration an geléstem O, bestimmt, die noch 
optimale Atmung zulieB. Sie wurde als ,,O,-Minimumkonzentration fiir 
optimale Atmung* (O,-Mmk) bezeichnet. 

Fiir Acetobacter sp. war die O,-Mmk zugleich die O,-Optimumkonzen- 
tration fiir das Wachstum (untersucht bei konstantem O,-Spiegel); fiir 
Serratia marcescens lag die O,-Optimumkonzentration fiir das Wachs- 
tum nur wenig tiber der O,-Mmk. Die untersuchten Hefen wuchsen bei 
einer héheren als der O.-Mmk. jedoch deutlich besser, was vermutlich 
mit einer adaptiven Neubildung oder Aktivierung oxydativer Enzyme 
unter dem Kinflu8& héherer O,-Konzentrationen zusammenhangt. 


Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Deutschen Gesellschaft zur Férderung 
der Brauwissenschaft e.V. durchgefiihrt. 
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Torpa and Guanem (1954, 1959) reported that the three closely related 
soft rot bacteria, Bacterium aroideae, Bact. carotovorum and Bact. 
phytophthorum readily hydrolyse sucrose in their culture media and 
utilise appreciable amounts of its hydrolytic products. Their results 
further supported the view held by Saip and his co-workers (1945, 1949, 
1950, 1953 and 1953a) namely, that sucrose utilisation is effected through 
a process of hydrolytic cleavage by an enzyme of the fructofuranosidase 
type. 

Preliminary experiments carried out by the authors (unpublished 
work) revealed that sucrose, when coming in contact with the mycelial 
mats of Rhizoctonia solani, undergoes inversion into its constituent 
monosaccharides. The experiments reported in the present work were 
planned to throw some light on the mechanism of sucrose absorption and 
utilisation by mycelial mats of the fungus being tested. 


I. Material and Methods 


The fungus used in the present investigation was Rhizoctonia solani Kihn 
isolated from damped off cotton seedlings. 

The technique used for the preparation of the standard mycelial mats was a 
modification of that referred to by the authors in a previous paper (1957). 

The methods used for the determination of the various carbohydrate fractions 
in the media and mycelial mats were those given by Saip (1941, 1945) and Saip 
and M. Naguts (1953). 

In all the experiments here reported a basal medium of the following composition 
was used unless otherwise stated: KNO, 10 gm; KH,PO,5 gm; MgSO,:7H,0 
2.5 gm; FeSO,-7H,0 0.1 gm; distilled water to 1000 ml. 


II. Experimental Results 
A. Absorption and Utilisation of Sucrose and its Constituent 
Monosaccharides by Mycelial Mats of R. solant 
In this experiment, 32 mycelial mats were prepared and distributed 


as follows: 
4 samples: oven-dried, weighed and analysed for their contents of the various 


carbohydrate fractions. 
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4 samples: suspended over fifty ml. each of sterile distilled water. 
4 samples: fed with 100 ml. each of the basal medium to which one gram of 


glucose was added as a source of carbon. 
4 samples: fed with 100 ml. each of the basal medium to which one gram of 


fructose was added. 
4 samples: fed with 100 ml. each of the basal medium to which two grams of 


glucose were added. 
4 samples: fed with 100 ml. each of the basal medium to which two grams of 


fructose were added. 

4 samples: fed with 100 ml. each of the basal medium to which one gram of 
glucose + one gram of fructose were added. 

4 samples: fed with 100 ml. each of the basal medium to which two grams of 
sucrose were added. 


The px-value of all media was 5.2. Immediately after the addition of the various 
fecding media fifty ml. were pipetted from each flask for the estimation of the 
aetual initial sugar content. 


The culture flasks were incubated at 28° C for a period of 48 hours during which 
carbohydrate contents of the different media and the variously treated mycelial 
mats, carbon dioxide-output and mycelial dry weights were determined at 24 hour 
intervals. 


1. Sucrose wptake. The amounts of sugar absorbed by the fungal 
mats from the different media are calculated and set out in Table 1 
which shows that: 


a) Increasing the concentration of glucose or fructose led to an increase 
in the amounts of sugar taken up by the mats. However, doubling the 
concentration of glucose and fructose did not lead to a corresponding 
doubling of the amounts of sugar taken up by the mats but induced 
13.3°/) and 69.0°/, increase in the uptake from glucose and fructose 
respectively. 


b) The mycelial mats invariably absorbed more glucose than fructose 
from their culture media throughout the whole experimental period 
when these two sugars were present singly, in similar concentrations, 
in the medium. 


c) When the fungal mats were suspended in a medium containing 
equimolecular mixture of glucose and fructose they absorbed smaller 
amounts of sugar in 48 hours than from media containing 2°/, glucose 
or 2°/, fructose and even less than from a medium containing 1°/, glucose. 
Throughout the 48 hours of the experiment the mycelial mats absorbed 
more glucose than fructose from their mixture. It may be mentioned also 
that a comparison of the amounts of sugar absorbed from each com- 
ponent of the mixture with the corresponding values absorbed from 
media containing 1°/, of each sugar singly revealed a reduction in uptake 
from the mixture amounting to 55.5°/) and 54.5°/, in cases of glucose 
and fructose respectively. The above differences in uptake cannot, 
however, be attributed to variations in the pu-values of the culture 
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media since drifts in the pq-value of the various media during the 48 
hours of the experiment were, more or less, similar. 

d) The uptake from 2°/, sucrose is considerably less than from similar 
concentrations of glucose or fructose, but is almost equal to that from 
the equimolecular mixture of glucose and fructose. It can also be seen 
that the mats absorbed much greater amounts of the glucose — than 
fructose — component of sucrose during the 18t 24 hours of the experi- 
ment. Such difference in uptake of the two components almost com- 
pletely disappeared during the 2°¢ 24 hours. 


Table 1. Sugar Uptake by Mycelial Mats of R. solani when Suspended on Culture 
Media Containing Various Sugars or a Mixture of Sugars 
(Expressed as mgm. sugar per mat) 


Sugar uptake during 


Feeding medium First Second 
24 hours 24 hours sets Sie 

100 ml. B.M.*-+ 1 gm of glucose 175 230 405 
100 ml. B.M. + 1 gm of fructose 85 135 220 
100 ml. B.M. + 2 gm of glucose 345 115 460 
100 ml. B.M. + 2 gm of fructose 295 75 370 
100 ml. B.M. + Total 115 165 280 
1 gm of glucose ++ Glucose 90 90 180 

1 gm of fructose Fructose 25 75 100 
Total 225 105 330 

1S a eae Glucose 172 53 225 
Fructose 53 52 105 


* B.M. = Basal medium. 


As stated earlier the mycelial mats utilised much greater amounts of 
glucose or fructose than of sucrose when these sugars were present 
singly in their culture media in equivalent concentrations. If a specific 
sucrose phosphorylase is present in the fungal cells they would have been 
capable of using inorganic phosphate directly to form hexose-phosphate 
from sucrose rather than making use of high energy phosphate bonds to 
phosphorylate the hexoses and hence one would expect a much higher 
uptake from sucrose than from glucose or fructose. Such result was not 
reached in the present experiment, a fact which suggests that sucrose 
is, most probably, utilised through a process of hydrolysis by a B-h-fructo- 
sidase enzyme. 

A comparison of the amounts of glucose and fructose taken up by the 
mycelial mats from media containing 2°/, sucrose or 2°/, equimolecular 
mixture of glucose and fructose are presented in Table 2. 
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Table 2 shows that the values for uptake of glucose and fructose from 
2°/, sucrose when expressed as percentage of total uptake are not much 
different from the corresponding values for uptake from a 2°/, equimole- 
cular mixture of glucose and fructose. Such results would indicate that 


sucrose is, most probably, 

Table 2. Relative Amounts of Glucose and Fructose notuabbsociiadeaanvudioean 

Absorbed by Mycelial Mats of R.solaniin4Shours that Pitted 

from Media Containing 2°/, Sucrose or a 29/, 3m Whe torm ot its hyoro 
Equimolecular Mixture of Glucose and Fructose lysis products. 

The total amounts of 


Uptake of sugar, as °/, total uptake = 
: sucrose utilised by the 


Sugar in the 


rere ts ta | al mycelial mats (amounts of 
29/, sucrose 68.2 31.8 sugar taken up + amounts 
1°/, glucose -+ of reducing sugars ap- 
1°/, fructose 64.3 o0nt pearing in the  corre- 


sponding media) in the 
present as well as in other experiments carried out during the course 
of this investigation are compiled in Table 3 which reveals a strong 
correlation between the amounts of sugar taken up by mats and 
the amounts of reducing sugars appearing in the culture media. 


Table 3. Amounts of Sucrose Utilised in 48 hours (Sucrose Uptake and Reducing 
Sugars Appearing in the Medium) by Mycelial Mats of R. solani under Various 
Experimental Conditions 
(Expressed as mgm sugar per mat) 


Period of initial 
ee eT mda wa! | See cela ee 
(in days) sterile distilled water) jn the medium EER utilisation 
(in hours) | 
3 0 438 525 963 
5 Os Set 486 | «456 931 
i eugene! weeds 341 618 959 
5 0 334 615 949 
5 «(avon 19 285 ~ 670 955 
5 idee 330 oTeng Ty 943 
5 ‘. 48 310 648 958 
5 12 601 330 931 


Thus, although the total amounts of sucrose utilised by the mycelial 
mats under the various experimental conditions are, more or less, similar 
yet the lower the uptake of sucrose is, the higher is the amount of 
reducing sugars appearing in the culture media. This result suggests 
that the two processes of sugar absorption and inversion are essentially 
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independent and would indicate that sucrose is in almost every prob- 
ability hydrolysed into glucose and fructose before it is taken up by the 
mycelial mats. 

To test whether or not the enzyme concerned with sucrose inversion 
by the mycelial mats is excreted into the external medium the technique 
devised by Sain and his co-workers was used. Thus, mycelial mats were 
fed with the nutrient medium containing 2°/, sucrose, incubated for 
24 hours at 28°C and the medium analysed for its direct reducing value. 
The medium, freed from its mycelial content, was then reincubated for 
another 24 hours and again analysed for its content of reducing sugars. 
The results obtained showed no differences in the direct reducing values 
of the medium between the 1%! and 2"4 24 hours, thus indicating that 
the enzyme was not excreted into the external medium but was attached 
to the cytoplasmic surfaces of the mycelial mats. 

2. Sucrose utilisation. Table 4 gives the amounts of total carbohydrate 
synthesized in 48 hours by mats suspended over the various media 
calculated as percentage of the total sugar uptake from the correspond- 
ing media. 


Table 4. Amounts of Total Carbohydrates Synthesised in 48 hours by Mycelial Mats 
of R. solani Suspended on Culture Media Containing Various Sugars or Mixtures 
of Sugars Expressed as Percentage of Sugar Uptake from the Corresponding Media 


Tnitial Final Increase in Carbo- 
carbo- carbo- carbo- Sugar hydrate 
P Sugar — hydrate hydrate hydrate uptake synthesised 
in the medium content content content (mgm) ase '/g OL 
(mgm) (mgm) (mgm) sugaruptake 
1°/, glucose 1200) 186.7 65.7 405 16.3 
1°/, fructose 121.0 171.8 50.8 220 23.1 
2°/, glucose 121.0 209.1 88.1 460 19.2 
2°/, fructose 121.0 202.3 81.3 370 21.9 
1°/, glucose +- 
1°/, fructose 121.0 172.4 51.4 280 18.2 
2°/, sucrose 121.0 283.1 162.1 330 49.1 


Table 4 shows that the highest amount of carbohydrate synthesised 
by the mats was from media containing sucrose. Mats suspended over 
all other media revealed slight variations in the amounts of total carbo- 
hydrate synthesised when the latter is expressed as percentage sugar 
uptake from the corresponding media. . 

In Table 5 the amounts of alcohol soluble sugars and polysaccharides 
synthesised by the differently treated mats are set out as percentage 
sugar uptake from the corresponding media together with the ratio of 
alcohol soluble sugars to polysaccharides synthesised in each case. 
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Table 5 shows that mats suspended over media containing 1°/, glucose 
or 1°/, fructose revealed a rapid synthesis of polysaccharides with the 
accumulation of much smaller amounts of alcohol soluble sugars. The 


Table 5. Amounts of Alcohol Soluble Sugars and 

Polysaccharides Synthesised in 48 hours by Myce- 

lial Mats of R. solani Suspended over Culture 

Media Containing Various Sugars or Mixture of 

Sugars Expressed as Percentage of Sugar Uptake 
from the Corresponding Media 


Carbohydrate fraction synthesised 


as °/, sugar uptake 


reverse statement holds 
true for mats fed with 
media containing 2°/> 
glucose or 2°/, fructose. 
Those suspended over 
media containing 2°/) 


sucrose or 2°/, equimole- 
cular mixture of glucose 


Aped a Vey, and fructose occupied an 
“sugars |Psaccharides intermediate position bet- 

1°/, glucose 42 12.0 ween the two extremes. 
; It can thus be seen that 
Es Bs ee the metabolism of glucose 
2"/o Slucose 426 6.8 and fructose in the two 
2°/, fructose 14.1 7.9 concentrations used follow- 
1°/, glucose + ed a similar trend which 
1°/, fructose 7.3 11.0 is rather different from the 
2°/, sucrose 21.2 28.4 metabolism of sucrose or 


an equimolecular mixture 
of glucose and fructose, a fact which again indicates that sucrose is 
most probably utilised in the form of its hydrolysis products. 


B. Utilisation of Maltose and Raffinose by Mycelial Mats of 
R. solani 


Five-day old mycelial mats were fed with nutrient media containing 
2°/, sucrose, maltose or the trisaccharide fructoside raffinose. The freshly 
added nutrient media were analysed for their direct and total reducing 
values in case of maltose and sucrose and for the direct reducing value 
only in case of raffinose. Culture flasks were then incubated at 28°C for 
a period of 24 hours at the end of which the culture media were again 
analysed for the same carbohydrate fractions. The results of this experi- 
ment revealed that raffinose undergoes hydrolysis by the mycelial mats 
and reducing sugars (1.68 mgm. sugar/ml. medium) show up in the 
external medium by the end of 24 hours. Estimation of the direct 
reducing value of maltose in the initial samples showed that this value 
amounts to 50.7°/) of the total reducing value of the sugar. Such value 
did not show any appreciable variation at the end of 24 hours. 

The above results indicate that the enzyme concerned with sucrose 
hydrolysis is not «-glucosidase lest it should have broken down maltose 
in a, more or less, similar way to sucrose. The appearance of reducing 
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sugars in the raffinose culture media after coming in contact with the 
mycelial mats, may be taken as evidence for the occurrence of fructo- 
furanosidase enzyme in these mats. The fact that Saip and M. Nacurs 
(1953) proved the occurrence of fructose and a melibiose isomer of the 
raffinose culture media of carrot root slices supports the above view. 
However, the possibility is still there that the enzyme concerned with 
sucrose breakdown is a specific sucrose phosphorylase in spite of the 
presence of an excess of fructofuranosidase enzyme which, presumably, 
hydrolyses raffinose. A suggestion of this nature was proposed. earlier 
by Manpvets (1953, 1954). 


Discussion 

The superiority of sucrose over monosaccharides for many plant cultures 
has been explained by VAN OVERBEEK (1944) as being due to the fact 
that sucrose is more rapidly available to the processes of metabolism 
than are its constituent monosaccharides. This explanation was based on 
the work of Dovpororr et al. (1943) who found that dry preparations 
of Pseudomonas saccharophila would readily form glucose-1-phosphate 
with sucrose but not with glucose, levulose or a mixture of the two. 
Dovpororr et al. (I. c.) prepared an enzyme from Pseudomonas saccharo- 
phila which catalyses sucrose synthesis according to the following 
reaction: 


glucose-1-phosphate + fructose = sucrose —- inorganic phosphate. 


Dormer and Srreer (1949) and Srreer and Lowe (1950) postulated 
that sucrose breakdown in the media of their excised plant roots was 
achieved by means of a specific phosphorylase enzyme. MANDELS (1953, 
1954) claims that his results indicate that sucrose is metabolised by a 
nonhydrolytic system in spores of the fungus Myrothecium verrucaria. He 
states that ‘‘the evidence available is consistent with the postulate that 
sucrose utilisation is mediated by a sucrose phosphorylase although 
attempts to demonstrate such enzyme were unsuccessful’. 

Gawabr (1935), Saip (1937, 1941, 1950) and Burstrom (1941, 1957) 
suggested that sucrose breakdown in culture media of plant tissues was 
brought about by means of invertase enzyme centers situated at the 
protoplasmic surfaces of the plant tissues. The results reached by Sarp 
and his co-workers (1945, 1950, 1953, 1953a) furnished strong evidence 
supporting the utilisation of sucrose through the action of B -heterofructo- 
sidase and refuted the possibility of the mediation of a specific sucrose 
phosphorylase in radish and carrot root slices as well as in mycelial 
mats of Fusarium moniliforme. Further evidence supporting this view was 
reached by Torsa and GHanem (1954) in their studies with some soft 


rot bacteria. 
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The results of the present investigation confirmed that sucrose under- 
goes rapid hydrolysis at the cytoplasmic surfaces or inside the cells of the 
test fungus. That such surface enzyme system is present in various 
fungi has been shown by THorsELL and Myrpack (1951), MANDELS 
(1951, 1953), Jennrvas (c.f. Hartey and Smirx 1956). 

It may be argued, however, that the S-heterofructosidase enzyme is 
responsible for the utilisation of the fructoside raffinose only while sucrose 
is still metabolised through the mediation of a specific sucrose phosphoryl- 
ase (MANDELS 1953, 1954) inspite of the presence of 6-heterofructosidase 
in abundance to the metabolic requirements. 

A comparison of the rate of utilisation of sucrose and its constituent 
hexoses by mycelial mats of the test fungus revealed that the uptake 
from 2°/, sucrose was considerably less than from similar concentrations 
of glucose or fructose but was almost equal to that from an equimolecular 
mixture of glucose and fructose. If a specific sucrose phosphorylase is 
present in the fungal cells they would have been capable of using inorganic¢ 
phosphate directly to form hexose phosphate from sucrose rather than 
making use of high energy phosphate bonds to phosphorylate the hexose 
and hence one would expect a much higher uptake from sucrose than 
from glucose or fructose. Such result was not reached in the present 
investigation, a fact which suggests that sucrose is, most probably, 
utilised through a process of hydrolysis by a 6-heterofructosidase enzyme. 


Summary 


The utilisation of sucrose and its constituent monosaccharides, as well 
as of maltose and raffinose by mycelial felts of Rhizoctonia solani was 
studied with a view to throwing some light on the mechanism of utilisation 
of sucrose by the fungal mats being tested. The results obtained suggest 
that sucrose is, most probably, utilised through a process of hydrolysis 
by a f-heterofructosidase enzyme. 
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Aus der Mikrobiologischen Abteilung des Staatsinstituts 
fiir AUgemeine Botanik, Hamburg 


Beitrage zur Kenntnis der CO.- und Lactatassimilation 
von Desulfovibrio aestuarii (van Delden) Kluyver und 
van Niel 


Von 
KLAUS STUVEN 


Mit 1 Textabbildung 
(Hingegangen am 17. Dezember 1959) 


Wie in einer friheren Mitteilung ausgefitihrt wurde (StUvEN 1960), 
gelang es mir, aus Wattenschlick der Insel Sylt mehrere halophile, streng 
anaerobe, sulfatreduzierende Bakterienstamme zu isolieren. Stamm 
 Sylt 3 konnte als Desulfovibrio aestuarii identifiziert werden. Die 
Analyse seines physiologischen Verhaltens fiihrte zu dem Ergebnis, daB 
er in der Lage ist, neben organischen Substraten auch H, mittels Sulfat 
unter Reduktion zu H,S zu oxydieren und dabei zu wachsen. Fakultativ 
chemoautotroph waren offensichtlich auch die tibrigen Sylter Stamme. 
Da ahnliche Beobachtungen an Desulfovibrio schon friiher von WIGHT u. 
SrarKEy (1945), Burry u. Apams (1947), SISLER u. ZOBELL (1950, 1951), 
Smnez (1953) sowie IsHmmoro u. Koyama (1953) gemacht wurden, 
scheint die Fahigkeit zur CO,-Assimilation unter autotrophen Bedin- 
gungen bei den Vertretern dieser Bakteriengattung verbreiteter zu sein, 
als bisher anzunehmen war. Das ist deswegen bemerkenswert, weil diese 
Bakterien sonst sehr stark zur Heterotrophie neigen. 

Zur Zeit sind jedoch unsere Kenntnisse iiber die CO,-Assimilation bei 
Desulfovibrio noch sehr gering. Der Grund hierfiir mag darin liegen, dab 
das Experimentieren mit diesen obligaten Anaerobiern recht schwierig 
und da8 ibr Wachstum unter autotrophen Bedingungen offenbar nur 
sehr langsam ist (BuTLIN u. ApAms 1947). Das haben auch meine Unter- 
suchungen mit ,,Sylt 3°‘ gezeigt, die sich mit der CO,-Assimilation und 
der Frage nach der Ausnutzung des Lactats beschaftigen. Milchsaure 
stellt, soweit bekannt, eine der besten Energie- und C-Quellen fiir 
Desulfovibrio dar. Auf Grund der bisher vorliegenden Literaturangaben 
(Grossman u. Postaate 1955, SenEz 1951) wird diese quantitativ zu 
Essigsiure und CO, dehydriert: 


2 CH,CHOH - COOH + H,SO, — 2 CH,COOH + 2 CO, + 2 H,0 
+ H,S + 42,5 keal. 
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Als Intermediarsubstanz wird Brenztraubensaure gebildet. Die Essig- 
sdure kann nicht weiter abgebaut werden. Dabei erhebt sich die Frage, 
welcher C-Korper der Gleichung mittels der freien Energie unmittelbar 
oder nach Umbau assimiliert wird. Das kann ein C;-, ein C,- bzw. ein 
C,-Kérper oder eine Kombination dieser sein. Die im folgenden zu 
schildernden Untersuchungen haben dieses Problem zwar nicht gelést, 
jedoch eine gewisse Klirung gebracht. 


Methoden 


Alles Nahere iiber den von mir benutzten Bakterienstamm, tiber Nahrbéden, 
Anzucht- und Kulturmethoden usw. 148t sich der schon erwahnten I. Mitteilung 
entnehmen. Da ich die angeschnittene Frage vor allem mit der Radiocarbon- 
Methode zu lésen versuchte, sei hier nur auf diese kurz eingegangen. Den Bakterien 
wurden die folgenden C14-Praparate einzeln oder kombiniert geboten: NaHC™O,, 
CH,C“OONa, CH,CHOHC“OONa und CH,C4HOHCOONa, und zwar mit den 
Aktivitaten 5,2 bzw. 6,0 bzw. 1,97 bzw. 2,55 C/g-Atom (= Curie/Grammatom 
Kohlenstoff). Die Substanzen stammten aus ,,The Radiochemical Centre‘ in 
Amersham, England. 

Gemessen wurde mit einem MethandurchfluBzahler, Typ FH 407 und einem 
StrahlungsmeBgerait, Typ FH 49 von Frieseke u. Hoepfner, Erlangen-Bruck. Zur 
Messung der Zellaktivitat wurden die Zellsuspensionen in einem Glasfiltergerat 95v 
(Schott u. Gen., Mainz) mit Glassinterplatte auf Membranfilter Gr. 6, Porendurch- 
messer 200 mu, 25mm @ (Membranfiltergesellschaft Gottingen) gleichmaBig auf- 
gebracht. Sodann wurde zweifach mit 0,5 mol Phosphatpuffer unter Zusatz von 
2°/, NaCl, pu 7,5, gewaschen. Diese Filter lieBen sich, noch feucht, mit Methyl- 
cellulose-Leim in nichteloxierte Al-Probeschalchen von 30 mm @ und 3 mm Héhe 
einkleben. Bei 30° C waren sie nach 3 Std trocken. 

Die Identifizierung markierten Acetats und Lactats geschah mittels Autoradio- 
graphie. Die Proben wurden eindimensional in Faserrichtung auf SS 2043b MGL 
(Schl. & Sch., Dassel) chromatographiert. Das Papier erfuhr folgende Vorbehand- 
lung: Die 10 cm breiten Streifen wurden zweifach in 2n Ammoniaklésung p. a. 
und anschlieBend vierfach in aqua dest. gewaschen und getrocknet. Danach wurden 
alle noch vorhandenen Verunreinigungen durch absteigendes Auswaschen mit einem 
Gemisch von 80 Volumteilen (VT) Athanol 96°/, p.a., 16 VT aqua dest. und 4 VT- 
konzentrierter Ammoniaklésung p.a., Dichte 0,910, entfernt und wieder getrocknet. 
Dann erst wurden die Proben aufgetragen und die Chromatogramme nach Sattigung 
in der Gasphase des beschriebenen Lésungsmittelgemisches 5—6 Std absteigend 
bei Raumtemperatur entwickelt. Das Trocknen erfolgte in gesittigter NH,-Atmo- 
sphiare, in der die Streifen auch mit 0,2 n NaOH bespriiht wurden, um C!4-Verluste 
infolge Hydrolyse des Ammoniumacetats zu vermeiden. Die Lokalisation der 
Sauren konnte wegen der hohen Alkalitiét des Papiers nur autoradiographisch 
vorgenommen werden. Hierzu blieben die getrockneten Chromatogramme zwischen 
Hartplatten eingepreBt in direktem Kontakt mit einem ,,Super-Doneo‘‘-Réntgen- 
film, der nach 1500 Std Einwirkungsdauer hart entwickelt wurde. 

Auf weitere methodische Einzelheiten wird jeweils im Zusammenhang mit der 
Beschreibung der Versuche hingewiesen. 


Vorversuche 


1. Qualitativer Nachweis der H,-Oxydation 


Reagensgliser wurden mit Hefeextrakt-Lactat-Sulfat-(— HLS-)Nahrlésung 
(Stiven 1960) beschickt und beimpft. In jedem Glas schwamm ein mit der Offnung 
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nach unten gerichtetes und mit H, gefiilltes kleineres Glasréhrchen (SIsLER u. 
ZOoBELL 1950). Die Reagensglaiser wurden unter N, bei 30°C bebriitet. Nach 
2 Wochen waren die Réhrchen deutlich in die Nahrlésung abgesunken, der Beweis, 
daB ,,Sylt 3‘ H, verbraucht hatte. Ebenso verhielten sich ,,Sylt 1‘ und ,,Sylt 2°, 
wahrend der nichthalophile Stamm ,,Plén 5‘‘ aus dem GroBen Ploner See keinen 
H,-Verbrauch zeigte. 


2. Quantitative Warburg-Versuche 


Wie sich bald herausstellte, war es unzweckmaBig, die Zellen von 
, Sylt 3° durch Zentrifugieren, Waschen usw. in der tblichen Weise fur 
die Warburg-Ansitze vorzubereiten. Derartig behandelte Ansatze zeigten 
keinerlei Gaswechsel, da die Zellen 
durch diese Manipulationen ihr 
Oxydationsvermégen fiir H, ein- 79 
gebuBt hatten. Vermutlich waren pl 
sie durch den Kontakt mit dem 


Luftsauerstoff geschadigt worden. 8 <f 
Auch PosteaTEe (mindliche Mit- PS 
teilung) machte ahnliche Er- g 0 
fahrungen. Die Versuche hatten 


erst Erfolg, als eine in mineralischer 30 
(= MIN) Nahrlésung unter Lactat- 
zugabe wachsende Kultur ohne 


Vorbehandlung unmittelbar in die 0 W 780 270 min 360 
Warburg -GefaBe tibertragen wurde. Abb. 1. H.-Oxydation durch wachsende Zellen 
A 5 ¥ : . von ,,Sylt 3° in mineralischer Lactat-Sulfat- 
Die ReaktionsgefaBe enthielten im Msbxloune unter Hy bel 87° © 


Hauptraum 3,0 ml der wachsenden 
Kultur und im Mitteleinsatz 0,25 ml 
10°/,ige CdCl,-Lésung in Glaswolle zur H,8-Absorption. Ein Teil der Ansatze 
wurde 20 min mit H,, der andere mit N, begast. Je ein N,- und H,-Ansatz ent- 
hielten als Kontrolle abgetotete Bakterienkulturen (5 min bei 100° C). 

Diese noch wachsenden Kulturen oxydierten den H, sehr intensiv, 
wie aus Abb.1 hervorgeht. Die Gasaufnahme verlief zwar neben einer 
Lactatoxydation, sie laBt aber keine andere Deutung zu, als daB ,,Sylt 3° 


auch H, oxydieren kann. 


3. Nachweis der Chemoautotrophie 


Mit den vorstehenden Versuchen war noch nicht bewiesen, daB ,,Sylt 3° 
die Energie der H,-Oxydation zum Wachstum, d.h. zur CO,-Assimilation 
ausnutzen kann, da die MIN-Nahrlosung Lactat enthielt. Um hieriiber 
GewiBheit zu bekommen, versuchte ich gunachst, die organischen 
H-Donatoren ganz fortzulassen und vollig durch H, zu ersetzen. Unter 
diesen Bedingungen fand zwar Wachstum statt, aber die Zellproduktion 
pblieb weit hinter der bei heterotropher Anzucht zuriick. So waren z.B. 


in 100 ml Nahrlésung noch nach 20tagiger Kulturdauer nicht gentigend 
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Zellen herangewachsen, um eine positive Biuretreaktion zu erzielen. 
Damit war es auch aussichtslos, mit Hilfe der Warburg-Technik den 
CO,-Einbau zu messen. 

Da bei vielen Organismen ein geringer Zusatz von Hefeextrakt geniigt, 
um das Zellwachstum zu beschleunigen, erhielt bei den weiteren Ver- 
suchen die MIN-Nahrlésung 1,0g Hefeextrakt/]. Unter diesen nicht 
streng autotrophen Bedingungen war das Wachstum von ,,Sylt 3° erheb- 
lich besser. Ich bezeichne es dennoch als ,,autotroph’, da H, in der 
Hauptsache den H-Donator darstellt. 

Ein ungefahres MaB fiir das in die Zellen eingebaute CO, liefert die 
Bestimmung des Zellgewichtes. Zu diesem Zweck wurde ,,Sylt 3° in je 
50 ml hefeextrakthaltiger MIN-Nahrlésung 7 Tage bei 30°C angezogen. 
2 Kulturen befanden sich unter 0,5 atm H, + 1°/, CO,, 2 weitere unter 
N,. Diese letzten konnten nur den Hefeextrakt als C- Quelle verwenden, 
weil kein Bicarbonat zugegen war. Den beiden unter H, wachsenden 
Kulturen stand als zusatzliche C-Quelle CO, zur Verfiigung. Es zeigte 
sich, daB unter H, 28,8mg Bakterien-Trockensubstanz/l im Mittel 
entstanden waren, unter N, hingegen nur 18,7 mg. Unter ,,autotrophen* 
Bedingungen lieBen sich somit etwa 35°/, der Zellsubstanz auf CO, 
zuriickfiihren. Dieser Befund ist ein weiterer Hinweis daftir, daB ,,Sylt 3° 
die Energie der H,-Oxydation zur CO,-Assimilation ausnutzen kann. 


Hauptversuche 


Um vollig sicher zu gehen, arbeitete ich bei den weiteren Versuchen 
mit Zusatzen von CMQ,. Die geringe Zellausbeute in der MIN-Nahrlésung 
konnte hierbei ohne weiteres durch Zugabe von Hefeextrakt vergréBert 
werden, da dessen Einflu& durch vergleichende Bestimmung des CO,- 
Kinbaus unter heterotrophen und _ ,,autotrophen‘‘ Bedingungen aus- 
geschaltet ist. 


1. Heterotropher CO,-EHinbau 


Versuch 1. Zwei 100 ml-Erlenmeyer-Schliffkolben erhielten je 50 ml HLS- 
Nahrlésung. Nach dem Beimpfen mit je 25 ul kriftig wachsender Zellsuspension 
von ,,Sylt 3°* wurde 14 Tage bei 30° C unter 0,5 Atm. H, + 1°/, CO, bebriitet. Die 
Kulturen hatten bis zu diesem Zeitpunkt ihr Wachstum beendet. Jetzt wurden 
2 weitere Kolben beimpft. Gemeinsam mit den inzwischen herangewachsenen, 
kurzfristig dem Anaerobengefif entnommenen Kulturen erhielten sie je 7 ug 
NaHCO, mit 0,5 uC. AnschlieBend wurden sie weitere 14 Tage bebriitet. Jetzt 
standen 2 heterotrophe, 28 Tage alte Kulturen zur Verfiigung, die das CHO? 
14 Tage nach Beginn des Wachstums erhalten hatten; 2 weitere waren erst 14 Tage 
alt und von Anfang an in Gegenwart von CO, herangewachsen. 


In der HSL-Nahrlésung werden durch Decarboxylierung des Lactats 
maximal 30 mM CO,/I freigesetzt. Demgegeniiber betragt die zugefiigte 
C¥4O,-Menge mit 140 ug/l nur etwa 5,6-10-3 9/,. Falls ,,Sylt 3° zu einer 
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CO,-Fixierung imstande ist, wird er somit seinen CO,-Bedarf im wesent- 
lichen aus der COOH-Gruppe des Lactats decken. Dennoch muB eine 
Radioaktivierung der Zellen nachweisbar sein, da ja C'4O, in die Zellen 
eindringt und von der eventuellen CO,-Fixierung erfaBt wird. 

Zum Aufarbeiten der Kulturen erhielten die Kolben an Stelle des Wattestopfens 
einen eingeschliffenen Waschflascheneinsatz. Die Suspension wurde mit 5,0 ml 
einer Trichloressigsiurelésung 100 g/l versetzt, 30 min mit CO,-freier Luft durch- 
spilt und das so entfernte CO, von Barytlauge aufgefangen. Die nun C'40,-freie 
Zellsuspension wurde durch kriftiges Schiitteln homogenisiert und zu je 10 ml 
auf Membranfilter gebracht. Sodann erfolgte die Messung der Radioaktivitat. 
Alle Werte wurden auf ,,relative’‘ Radioaktivitét umgerechnet, deren Bezugs- 
gréBen 1 mg Bakterientrockengewicht und 20,0 wC/l Nahrlésung waren. 

Wie aus Tab.1 hervorgeht, hatten die von Anfang an mit CO, heran- 
gewachsenen, 14 Tage alten Zellen eine relative Aktivitat von im Mittel 
325 I/min angenommen. Jene hingegen, denen erst nach Aufhéren der 
Sulfatreduktion (und damit auch des Wachstums) CO, geboten wurde, 
blieben vollig inaktiv. Diese Tatsache schlo8 eine einfache C4O,-Absorp- 
tion durch die Zellsubstanz oder den Eintritt des CO, in das Zellinnere 
durch CO,-Austausch aus. Die beobachtete C'40,-Aufnahme war somit 
an Wachstums-, d.h. an Reduktionsvorginge gebunden. 


Tabelle 1. C“%O,-Aufnahme in HLS-Ndhrlésung unter heterotrophen Bedingungen 


Ansatz A: Anzucht 14 Tage ohne, 14 weitere in Gegenwart, Ansitze B und C: 
Anzucht 14 Tage in Gegenwart von 10 ~C/l NaHCO, unter H, + 1°/, CO, bei 30°C 


Ansatz C 


(Impfmenge 25 11) Ansatz A Ansatz B 


a | b 
Sire 
Impulse/min, bezogen auf 1 mg Bakterien- | 


trockengewicht ......-++--:-: 0 80 70 95 
NITE LW Chine mene mnaen st tt eet a Urn eres 0 80 83 
Relative Radioaktivitat, bezogen auf 20uC/1 0 320 330 


Das von den Bakterien aufgenommene C“O, konnte auf zweierlei 
Weise eingebaut worden sein; Durch CO,-Fixierung im Sinne von Woop 
u. WERKMAN (1938) oder durch echte CO,-Assimilation. Dabei konnte 
die fiir die CO,-Assimilation bendtigte Energie entweder aus der H,- 
Oxydation stammen oder aus der des Lactats. Nach Scuatz, ISENBERG 
u. TRELAWNY (1953) kommt die bei Hydrogenomonas unter ahnlichen 
Bedingungen zu beobachtende umfangreiche CO,-Assimilation durch 
Koppelung mit der Lactat- und der H,-Oxydation zustande. 

Versuch 2. Flie8t die Energie zur CO,-Reduktion nur aus der H,-Oxydation, 
miiBte die CO,-Assimilation bei H,-Entzug ausbleiben. Um das zu priifen, erfolgte 
die Anzucht der Zellen im naichsten Versuch rein heterotroph in einer N,-Atmo- 
sphare. Zwei 100 ml-Schliffflaschen erhielten je 50 ml HLS-Nahrlésung und 28 ug 
NaHCO, mit 2,0 uC. Nach dem Beimpfen mit je 25 ul kraftig wachsender Zell- 


suspension wurden diese Kolben 4 Tage unter N, bei 30° C bebriitet. 
3* 
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Wie die Tab.2 zeigt, bauten die Zellen von ,,Sy/t 3°‘ auch unter rein 
heterotrophen Bedingungen CO, ein. Die im Ansatz B etwa 60°/, hohere 
C4O,-Aufnahme ist wahrscheinlich auf die doppelte Impfmenge zuriick- 
zufiithren. Diese hat einen schnelleren CO,-Einbau zur Folge, besonders 
zu Beginn des Wachstums, solange die Decarboxylierung des Lactats 
noch keine gréBeren Mengen von nicht markiertem CO, geliefert hat. 


Tabelle 2. C40,-Aufnahme in HLS-Ndhrlésung unter heterotrophen Bedingungen 
Anzucht 4 Tage unter N, bei 30° C in Gegenwart von 40 wC/l NaHCO, 


Ansatz A Ansatz B 
Impfmenge 25 ul] Impfmenge 50 ul 


a | b a | b 
Impulse/min, bezogen auf 1 mg Bakterientrocken- 
POWICLb tte acetate Ps camer Lie ons Reon en eee ner 640 | 650 | 1040 | 1030 
Mittelwertsiguie AY) > Coe, soney eee 645 1035 
Relative Radioaktivitat, bezogen auf 20 uC/l_ . . 323 518 


2. ,Autotropher CO,-EHinbau 


Versuch 3. Durch diesen Versuch sollte geklart werden, ob die Zellen auch 
dann CO, aufnehmen, wenn sie ,,autotroph‘‘ heranwachsen, d.h. bei Anzucht in 
MIN-N&hrlésung unter H, + CO, in Gegenwart von Hefeextrakt, aber ohne Lactat. 
Sie erhielten das C“O, (wie in Versuch 1) erst nach 14tagiger Kulturdauer. Da- 
durch werden die Ergebnisse beider Versuche miteinander vergleichbar, um so 
mehr, als die C40,-Dosierung dieselbe war. 


Aus der Tab.3 geht hervor, da8 auch unter ,,autotrophen*‘ Bedingun- 


gen CO, fixiert wurde. Zum Unterschied gegeniiber der rein hetero- 
trophen Ernahrungsweise erfolgte dies noch nach der 14tagigen Anzucht. 


Tabelle 3. C!#40,-Aufnahme in MIN-Ndhrlisung unter ,,autotrophen‘* Bedingungen 
Anzucht 14 Tage ohne, 14 weitere Tage in Gegenwart von 10 wC/l NaHCO, unter 
H, + 1°/,CO, bei 30° C. Impfmenge 25 jl 


ee 
Impulse/min, bezogen auf 1 mg Bakterientrockengewicht 1220 | 1260 
Mittelwertre cs ic. o waist CePten et th pct er mae ‘hd ee 1240 
Relative Radioaktivitit, bezogen auf 20uC/l ..... 2480 


Das ist zweifellos die Folge des langsameren Wachstums unter H,, so 
da Substratoxydation und Wachstum auch noch nach 14 Tagen méglich 
waren, vermutlich, da noch Sulfat zugegen war. Die Zellen nahmen mit 
2480 I/min eine Radioaktivitait an, die etwa 7,5mal stairker war als die 
der heterotroph gewachsenen (vgl. Tab.1). Die Ursache dieser Erschei- 
nung liegt vermutlich darin, daB hier keine Decarboxylierung von Lactat 
mdoglich war und damit auch keine Verdiinnung des markierten mit nicht 
markiertem COg. 
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Versuch 4. Bei diesem Versuch erhielten die Ansaitze das C140, von 
Anfang an. Zum Unterschied gegeniiber dem vorigen wurde die Versuchs- 
dauer auf 7 Tage verkiirzt und die dargebotene NaHC*0,-Menge auf das 
4fache erhoht. Das Ergebnis (Tab.4) bestatigte die Fahigkeit von 
»Sylt 3”, CO, ,,autotroph” einzubauen. Die relativen Aktivitaten lagen 
allerdings unter denen des vorigen Versuchs, offenbar als Folge der 
kiirzeren Versuchsdauer. 


Tabelle 4. O4O,-Aufnahme in MIN-Néhrlésung unter ,,autotrophen‘* Bedingungen 
Anzucht 7 Tage unter H, + 1°/, CO, bei 30° C in Gegenwart von 40 wC/l NaHCO, 


2 a ie 


Ansatz A Ansatz B 
a | b a | b 
Impulse/min, bezogen auf 1 mg Bakterientrocken- 
OWACHEE Ulla mises ME Mrr holt Phere ell fal ho Pete's 920 | 1120 | 1540 | 1510 
Mibtelw.ortnec: Sag oe ees a eee ee cul oh teepio ae 1020 1490 
Relative Radioaktivitat, bezogen auf 20 uC/l . . 510 750 


Versuch 5. Man konnte einwenden, da8 der unter ,,autotrophen* 
Bedingungen zu beobachtende CO,-Einbau allein auf die im Hefeextrakt 
enthaltenen organischen H-Donatoren zuriickzufiihren sei. Um diesen 
Einwand zu priifen, ging ich bei dem nachsten Versuch von der Uber- 
legung aus, daB auf Grund der bisherigen Versuche die organischen 
H-Donatoren des Hefeextraktes nach etwa 3—4 Tagen verbraucht sind. 
Den Zellen steht nach dieser Zeit fiir das weitere Wachstum fast nur 
noch H, zur Verfiigung. Wenn die Radioaktivierung der Zellen allein dem 
Hefeextrakt zuzuschreiben ist, darf die Impulszahl nach 4 Tagen nicht 
mehr wesentlich zunehmen. Geschieht dies dennoch, mu8 die Zunahme 
auf H,-Oxydation beruhen. 

4 Erlenmeyerkolben (200 ml) erhielten je 50 ml MIN-Nahrlésung mit 0,5 g 
Hefeextrakt/l. Nach Beimpfen mit je 50 yl gut wachsender Zellsuspensionen und 
Zusatz von je 7ug NaHCO, mit 0,5 mC wurde bei 30°C unter 0,5 Atm. H, 
+ 1°/, CO, bebriitet. Nach 4 Tagen wurden 2 Kolben aus der H,-Atmosphare in 
reinen N, gebracht und mit den beiden unter H, verbliebenen weitere 10 Tage 
bebriitet. Erst dann fand die Messung statt. 

Sie ergab (Tab.5) bei den unter H, belassenen Zellen gegeniiber denen 
unter N, eine fast 7mal so hohe Radioaktivitat. Die Wiederholung 
(Ansatz B) bestatigte die betrachtliche Uberlegenheit der ersten. Sie ist 
nur so zu erkliren, daB die wahrend des ganzen Versuchs unter H, 
stehenden Zellen nach Verbrauch des Hefeextraktes weiter H, oxydierten 
und CO, assimilierten. Ware das nicht so, hatten die Aktivitaten unter 
H, und N, etwa gleich grof sein miissen. Damit glaube ich gezeigt zu 
haben, daB ,,Sylt 3°‘ in der Lage ist, die Energie der H,-Oxydation zur 


CO,-Assimilation auszunutzen. 
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3. Der C-Donator bei Wachstum mit Lactat 


Wie eingangs schon erwahnt, tritt nach GrossMAN u. PosTe@aTE (1955) 
und Srnxz (1951) bei der oxydativen Decarboxylierung des Lactats durch 
Desulfovibrio als erste Stufe Pyruvat und als Endprodukt neben CO, 
Acetat auf. Dagegen ist nicht bekannt, welche der 3 Verbindungen den 
Zellen als C-Quelle dient. Fiir die Zellsynthese kénnen Verbindungen 
mit 3 C-Atomen (Lactat, Pyruvat), 2 C-Atomen (Acetat) oder einem 


Tabelle 5. O4O,-Aufnahme in MIN-Néhrlésung unter ,,autotrophen Bedingungen 
unter N, und unter Hy 
Anzucht 4 + 10 Tage bei 30° C in Gegenwart von 40 uC NaHC'O,/1 


Ansatz A Ansatz B 
unter N, unter H, unter N, unter H, 
a | b a b a | b a | b 
Impulse/min, bezogen auf 1 mg | | 
Bakterientrockengewicht . . . .}| 180|190 | 1330)1180} 160 | 190 | 840 | 940 
Mittelwertiowcn <tce eee See ae 180 1260 180 | 890 
Relative Radioaktivitat, bezogen 
aulte20/ {Ci lan.’ ope Secu ted. Cepieos 360 2520 360 1780 
Verhaltnis der relativen Radio- 
aktivitaten, Anzucht unter H, : 
FATIZUGUU MODEL. ee ge, comics ome Mesa 6,9 6,1 


C-Atom (Formiat, CO,) dienen. Viele Beobachtungen deuten auf Pyruvat 
hin. Sengz (1951) z.B. fand, daB einer seiner Stémme eine grdBere Zell- 
menge lieferte, wenn er das Lactat durch Pyruvat ersetzte. Immerhin 
ware auch eine CO,-Assimilation denkbar, wie sie ScuHatz u. Mitarb. (1954) 
unter heterotrophen Bedingungen bei H ydrogenomonas facilis vermuteten. 

Wird Lactat gegeben, kann CO, nur imal im Verlauf der Lactat- 
oxydation entstehen, namlich durch Decarboxylierung des Pyruvats, da 
das Endprodukt Acetat nicht weiter zu CO, abgebaut wird. Die Ver- 
wendung von 1-C™- und 2-Cl4-Lactat muB somit zur Kléirung der Frage 
nach der Art des C-Donators beitragen kénnen, wie folgende Uberlegung 
zeigt: Sind Cs-Korper die C-Quellen, werden die Zellen mit 1-Cl4-Lactat 
die gleiche Radioaktivitit aufweisen wie mit 2-C'-Lactat. Dient allein 
CO, als C-Quelle, sind radioaktive Zellen nur nach Oxydation von 
1-C¥. Lactat zu erwarten. Decken die Zellen ihren Bedarf an C nur aus 
Acetat, gelangt Radioaktivitat lediglich bei Anwesenheit von 2-C14- 
Lactat in die Zellen. Die Verwendung 3-C-markierten Lactats eriibrigt 
sich, da Acetat die Endstufe der Lactatoxydation bildet. 


Die Abbauprodukte des Na-Lactats in der Néhrlésung 


Die Ermittlung der Decarboxylierungsprodukte des Lactats geschah papier- 
chromatographisch unter Verwendung von markiertem Lactat. Damit das Ergebnis 
nicht durch den Hefeextrakt und seine Abbauprodukte gestért werden konnte, 
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wurde die Anzucht in MIN-Nahrlésung vorgenommen. Das NaHCO, wurde durch 
16,5 mM Lactat/l ersetzt. Die Nahrldsung (= NI. 1) erhielt einen weiteren Zusatz 

von 80 uC 1-C4-Lactat und als NI. 2 einen solchen von 80 uC 2-C!-Lactat/l. Die 
- Anzucht erfolgte 25 Tage bei 30° C unter 0,5 Atm. H,, um eine méglichst quanti- 
tative Oxydation des Lactats zu erreichen. Zum Aufarbeiten wurden diese Kultur- 
lésungen auf einen py-Wert von 9,0 eingestellt, um Essigsiureverluste zu ver- 
meiden. Filtrieren durch mittelfeine Membranfilter Gr. 6 trennte die Zellen von 
der Kulturlésung. Diese Filtrate wurden bei 55° C auf die Halfte eingeengt, iiber 
konzentrierte NH,-Losung auf die vorbehandelten Papierstreifen aufgetragen und 
gema8 den Angaben auf S.32 chromatographiert. Die Auswertung der so erhaltenen 
Chromatogramme erfolgte autoradiographisch. Als Vergleichssubstanzen liefen 
1-C4-Acetat und 1-C'-Lactat mit. 


Markiertes Lactat war weder in NI. 1 noch in 2 nachweisbar. Es mufte 
also abgebaut worden sein. In Nl. 1 war unter den herrschenden Chro- 
matographiebedingungen iiberhaupt keine radioaktive Komponente auf- 
zufinden. Dafiir war in Nl. 2 markiertes Acetat erschienen. Das beweist 
die Decarboxylierung des Lactats zu Acetat und CO,, eine Bestatigung 
der Befunde von SENxEz (1951) sowie GRossMAN u. PosTGaTE (1955). 


Tabelle 6. C'4-Einbau aus 1-C'- und 2-C™-Lactat mit je 40 wC/l in HLS-Nahrlosung 
Anzucht 4 Tage bei 30° C unter N, 


Ansatz A Ansatz B Ansatz C 
Impfmenge fmpfmenge Impfmenge 
25 wl 4uC/1 25 wl 4 wC/1 50 ul 40 wC/1 
eas a My pete a a 
1-C14-Lactat 
Impulse/min, bezogen auf 1 mg | | 
Bakterientrockengewicht . . . - | 190 | 180 410 | 440 | 420 | 2500 | 2570 
IMG ARE hee Sea ei a 190 420 2530 


Relative Radioaktivitat, bezogen 
hihi UY OH hart alene ai he ae ea 950 2110 _ 1270 


2-C14-Lactat 


Impulse/min, bezogen auf 1 mg 
770 15550 | 6100 


Bakterientrockengewicht . . . . | 410 400 | 710 | 700 
Ruble He hyn ds. cage ses Some ise eee seni 400 730 5830 
Relative Radioaktivitat, bezoge 

SUMO og ss oboe ts t+ eee 2000 3650 2920 
Relative Radioaktivitaten 

92-(14-Lactat : 1-Cl4-Lactat. .. . 2,10 1,76 2,30 


Die Radioaktivierung der Zellen unter heterotrophen Bedingungen 
100 ml-Schliffflaschen erhielten je 50 ml HSL-Nahrlésung unter Zusatz von 
114 wg 1-C¥-Lactat baw. 88 ug 2-Cl4-Lactat mit je 2,0 uC. Beimpft wurde mit 
25 ul einer kraftig wachsenden Suspension von ,,Sylt 3°. Die Anzucht erfolgte 
14 Tage bei 30° C unter 0,5 Atm. No. 
Wie das Ergebnis zeigt (Tab.6, Ansatz A), waren sowohl in Anwesen- 
heit von 1-C!- als auch 2-C14-Lactat die Zellen radioaktiv geworden. 
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Die Impulszahlen waren jedoch nicht gleich, wie man hatte erwarten 
sollen, wenn allein ein C,-Kérper assimiliert wird, sondern sie verhielten 
sich wie etwa 1:2. 

Die Wiederholung des Ansatzes fiihrte zu einer Bestatigung (Ansatz B). 
Selbst bei Darbietung der 10fachen Menge markierten Lactats blieb das 
Verhaltnis bestehen (Ansatz C). Daraus folgt, da den Zellen als C- 
Quelle entweder ein C,-Koérper gedient haben muBte, oder zusatzlich 
eine C,- oder C,-Komponente, wie sie bei der Dehydrierung des Lactats 
entstehen. 

Nach der Decarboxylierung der Milchsiure liegen Acetat und CO, in 
aquimolaren Mengen vor. Im Falle des 1-C14-Lactats ist das CO, markiert, 
im Falle des 2-C!4-Lactats das Acetat. Der Quotient zwischen den beiden 
markierten Spaltprodukten betragt daher 1:1. Da aber die Zellen mit 
2-C!4.Lactat radioaktiver werden als mit 1-C'4-Lactat, miissen sie unter 
den gewahlten Bedingungen Acetat leichter assimilieren als CO,. 

Die Méglichkeit einer Acetatassimilation durch Desulfovibrio ist in 
der Literatur bisher niemals diskutiert worden. Sie wurde deshalb von 
mir durch Zusatz von markierter Essigsiure zur Nahrlésung naher 
geprift. Zuvor soll jedoch noch das Verhalten der Bakterien bei ,,auto- 
trophem‘‘ Wachstum nach Zugabe von markiertem Lactat untersucht 
werden. 


Die Radioaktivierung der Zellen unter ,,autotrophen** Bedingungen 


Die Versuchskolben (100 ml) wurden mit je 50 ml MIN-Nahrlésung + 0,5 g Hefe- 
extrakt/] beschickt. Das Gasgemisch bestand aus H, + 1°/,CO,. Die mit 1-C14- 
und 2-C-Lactat angebotene Radioaktivitat betrug je 40 uC/l. Die Anzucht erfolgte 
7 Tage bei 30° C 


Tabelle 7, O'4-Hinbau aus 1-0'- und 2-C'-Lactat mit je 40 wC/l in MIN-Néhrlésung 
Anzucht 7 Tage ,,autotroph‘‘ unter H, + 1°/, CO, bei 30° C 


(14, .(114_ 
osptearn es fay 1-C**-Lactat 2-C**-Lactat 
a b a | b 
Impulse/min, bezogen auf 1 mg | 
Bakterientrockengewicht . . . . 9700 | 9400 77300 | 93300 
Mittelwortich o4.ie: cna tA cual Suber 9500 85300 
Relative Radioaktivitit, bezogen 
Bul 20iUG bas cue ee, mide) AR UnS 4800 42600 
Relative Radioaktivitaten 
1-C14-Lactat : 2-C!-Lactat. . . . 1 : 8,9 


Wie die Tab.7 zeigt, verhielten sich die Radioaktivititen der mit 
1-C™- und 2-C™-Lactat herangewachsenen Zellen wie 1:9. Die Uberlegen- 
heit der letzten war somit unter ,,autotrophen“‘ Bedingungen gegeniiber 
den unter heterotrophen noch bedeutend gewachsen. Die Wiederholung 
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fihrte zwar zu einem Quotienten von nur 1:4,5, die verstirkte Radio- 
aktivitat der 2-C!+-Lactat-Zellen bei ,,autotropher‘‘ Ernahrung war aber 
auch hier unverkennbar. 

Nimmt man auf Grund des vorhergehenden Versuches an, daB Acetat 
entsteht und dieses leichter als CO, assimiliert wird, liegt folgende 
Erklarung auf der Hand: Da Lactat gegeniiber H, leichter oxydiert wird, 
dehydrieren die Zellen unter ,,autotrophen‘‘ Bedingungen zuerst das 
Lactat. Ist dieses in nur geringer Konzentration vorhanden, wie in der 
MIN-Nahrlésung, wird es quantitativ verbraucht. Der von den Zellen aus 
2-C™4-Lactat in Form von markiertem Acetat eingebaute C mu dann 
einen wesentlich gréBeren Anteil von C! aufweisen als mit HLS-Nahr- 
lésung, in der das markierte Acetat durch nicht markiertes (aus dem 
nicht markierten Lactat) sehr stark verdiinnt wird. Daher muf unter 
,,autotrophen® Bedingungen das unter heterotropher Anzucht beobach- 
tete Verhaltnis von 1:2 zugunsten der Acetataufnahme verschoben sein. 
Jedenfalls 148t sich das Ergebnis der beiden letzten Versuche nur zu- 
gunsten einer Acetatassimilation auslegen. 


4. Der Einbau von markiertem Acetat unter heterotrophen 
Bedingungen 

Die der HLS-Nahrlésung zugesetzte Menge an 1-C14-Acetat betrug 31,6 ug mit 
2,0 wC je 50 ml Nahrlésung. Die Kulturen befanden sich in 100 ml-Flaschen 4 Tage 
unter N, bei 30° C. 

Zwar war auch bei diesem Versuch mit einer zunehmenden Verdiinnung 
des zugefiigten markierten Acetats durch nicht markiertes aus der 
Lactatdecarboxylierung zu rechnen. Wenn aber <Acetat wirklich 
assimiliert wird, muSte eine Radioaktivierung der Zellen eintreten. Das 
war auch, wie aus Tab.8 hervorgeht, tatsaichlich der Fall. 


Tabelle 8. Einbau von 1-C™-Acetat in HLS-Néhrlésung, 40 wC/l 1-C'4-Acetat 
Anzucht 4 Tage bei 30° C unter N, 


Se 
a | b 
Impulse/min, bezogen auf 1 mg Bakterientrockengewicht 18000 | 16300 
IMittelweroes 9 ates Cee esc fee ons ok io et wee 17150 
Relative Radioaktivitat, bezogen auf 20wC/l. . ... . 8580 


5b. Der Einbau von markiertem Acetat unter ,,autotrophen* 
Bedingungen 

Versuch 1. Eine Verdiinnung des markierten Acetats durch nicht markiertes 
lieBe sich vermeiden, wenn es in mineralischer Nahrlésung assimiliert werden 
konnte. Ich priifte daher auch den Einbau von 1-C14-Acetat unter ,,autotrophen“ 
Bedingungen. Die 100 ml-Schliffflaschen erhielten je 50 ml MIN-Nahrlésung 
+ 31,6 wg 1-C¥4-Acetat mit 2,0 wC. Nach Beimpfen mit je 25 ul kraftig wachsender 
Zellsuspension von ,,Syit 3°‘ wurde 7 Tage bei 30° C unter 0,5 Atm. H, + 1°/, CO, 
bebriitet: 
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Das Ergebnis dieses Versuches (Tab.9, Ansatz A) und seiner beiden 
Wiederholungen (Ansiitze B und C) bestatigt die Vermutung, da Acetat 
auch unter ,,autotrophen‘: Bedingungen in die Zellen eingebaut wird. Die 
Radioaktivierung der Zellen ist sogar wesentlich stérker, weil hier das 
zugefiigte markierte Acetat durch nicht markiertes nicht verdiinnt wird. 


Tabelle 9. Assimilation von 1-C!4-Acetat in MIN-Ndhrlésung unter ,,autotrophen* 
Bedingungen unter 0,5 Atm. Hz + 1°/) CO,, 40 uC 1-C'4-Acetat/1 
Anzucht 7 Tage bei 30° C 


Ansatz A Ansatz B Ansatz C 


a? en a | b ss celicen 


Impulse/min, bezogen auf 1 mg 
Bakterientrockengewicht . . . . | 64100|61700|68600 


62000 | 59 nt 67900 


Mittelwerte 1.78 26%. "es: aT 62900 65300 63900 
Relative Radioaktivitat, bezogen 
ait 20 Clann. arete nee sae oa 31450 32650 31950 


Versuch 2. Der letzte Versuch lieB nicht erkennen, ob die zur Acetat- 
assimilation benétigte Energie der H,-Oxydation oder der Oxydation des 
Hefeextraktes entstammte. Zur Beantwortung dieser Frage wurde der 
nachste Versuch in Analogie zu Versuch 5 (S. 37) angesetzt. 


Je 50 ml MIN-Nahrlésung befanden sich in vier 100 ml-Flaschen. Die Anzucht 
erfolgte ohne Zusatz markierten Acetats 4 Tage bei 30°C unter 0,5 Atm. H, 
+ 1°/, CO,. Dann erhielten alle Kulturen je 31,6 wg 1-C'4-Acetat mit 2,0 uC. Zwei 
dieser Kolben wurden weitere 10 Tage wieder unter H, + 1°/, CO,, die beiden 
anderen unter N, bebriitet. 


Tabelle 10 
Assimilation von 1-C14-Acetat in MIN-Néhrlésung unter ,,autotrophen‘‘ Bedingungen 
Anzucht 4 + 10 Tage bei 30° C unter N,, 40 wC 1-C1-Acetat/1 


unter N, unter H, 
a b a | b 
Impulse/min, bezogen auf 1 mg 

Bakterientrockengewicht .... . 10700 8900 75200 | 78000 


Mittelwert . . Smite fe ee. Cae 9800 78400 
Relative Radioaktivitait, bezogen x 

Enver OORT Ay mee ty aia oe 4900 39 200 
Verhialtnis der rel. Radioaktivititen 

Anzucht unter H,: Anzucht unter N, 8,0 


Die gegeniiber der Anzucht unter N, fast 8fache relative Radioaktivitat 
der unter H, gewachsenen Zellen (Tab. 10) zeigt eindeutig, daB Acetat 
auch auf Kosten der H,-Oxydation assimiliert werden kann. Ware das nicht 
so, hatten die Impulszahlen in beiden Fallen etwa gleich sein miissen. 
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Schlugbetrachtungen 


Die vorstehend beschriebenen Versuche haben gezeigt, daB die Zellen 
von Desulfovibrio aestuarii, Stamm ,,Sylt 3°‘, in Gegenwart von 1-C- 
markiertem Lactat sowohl unter heterotrophen als auch unter ,,auto- 
trophen’ Bedingungen stets bedeutend weniger radioaktiv werden als 
mit 2-C-markiertem Lactat. Diese Erscheinung wurde so gedeutet, daf 
von den bei der Dehydrierung des Lactats entstehenden Spaltprodukten 
Acetat und CO,, das erste bevorzugt, assimiliert werden. Auch wenn 
auBerdem noch ein C3-Kérper eingebaut wird, etwa Pyruvat, mu8 die 
stirkere Markierung der mit 2-C1-Lactat ernahrten Zellen erhalten 
bleiben. Unter heterotrophen Bedingungen betrug das Verhaltnis der 
Zellaktivitaten etwa 1:2 zugunsten des 2-C!4-Lactats. Ahnliche Befunde 
erhielten auch FRASER u. TOLBERT (1951) mit Hscherichia coli. In Gegen- 
wart von Caseinhydrolysat wiesen die mit 2-C'+-Lactat gewachsenen 
Zellen eine Radioaktivitat auf, die jene der mit 1-C!4-Lactat ernahrten 
um etwa das 3fache iibertraf. 

Die Deutung der von mir mit ,,Sylt 3° erhaltenen Befunde wird, 
solange nicht quantitative Ergebnisse vorliegen, unsicher bleiben. 
Immerhin bieten sich 2 Méglichkeiten an, das Verhaltnis 1:2 zu erklaren. 
Entweder wird der C-Bedarf der Zellen unter heterotrophen Bedingungen 
zur Hauptsache aus C,- und C,-Kérpern gedeckt. Sind diese beiden 
Acetat und Pyruvat, und werden sie zu gleichen Teilen in die Zellen 
eingebaut, so mu8 die Radioaktivierung derselben bei Anbieten von 1-C'- 
Lactat nur halb so groB sein wie mit 2-C'4-Lactat. Das moge das folgende 
Schema zeigen: 


CH; - CHOH-C*OOH CH, - Aaa 
CH, : CO -C*OOH CH, :C*0- COOH 
{ | y 
CH, :COOH + C*O, CO, + CH,: C*OOH——| 
. . i vA 
pee je 1 Mol assimiliert je 1 Mol assimiliert < 
1 : 2 


Oder aber die Zellen decken ihren C-Bedarf aus C,- und C,-Korpern. 
In diesem Fall mu8 sich der Quotient 1 -2 einstellen, wenn als C,-Bau- 
stein CO, und als C,-Kérper Acetat fungieren und wenn auf je 1 Mol 
CO, 2Mole Acetat eingebaut werden, Das veranschaulicht das nachste 
Schema (8.44). : 

Welcher dieser Einbauwege durch ,,Sylt 3° verwirklicht ist, wird sich 
erst durch kombinierte Versuche mit markiertem Lactat, Pyruvat, 
Acetat und CO, entscheiden lassen. 
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Unklar bleibt auch die Art und Weise des Acetateinbaus. Der unter 
anderem von Kornpere u. Mitarb. (1956, 1957a, 1957b, 1958) vor- 
geschlagene Mechanismus einer oxydativen Acetatassimilation ist fiir 


CH,:CHOH -C*OOH CH;° es -COOH 
CH, :CO-C*OOH CH -C*0-COOH 
t t 
Tee OL COOH ClO is —— CH,: C*OOH + CO, 


2 Mole Acetat + 1 Mol 


—+ CO, assimiliert <————— 


2 Mole Acetat + 1 Mol 
-H———> CO, assimiliertt < 
1 : 2 


| 
| 


, Sylt 3 nicht anwendbar, da dieser Organismus Acetat nicht oxydieren 
kann. Damit schieden auch Tricarbonséurecyclus und andere oxydative 
Cyclen aus. Acetatassimilation durch Mikroorganismen ist jedoch auch 
auf reduktivem Wege méglich, wie von SCHAPOSCHNIKOW (1958) gezeigt 
wurde. Kulturen von Chromatium vinosum konnten Acetat an Stelle von 
CO, assimilieren. AnschlieBend lieB sich der Acetat-Kohlenstoff quanti- 
tativ in den Zellen nachweisen. Auf der anderen Seite ware als Einbau- 
schema auch der von KoRNBERG aufgeklarte Glyoxalat-Cyclus denkbar, 
da er zur Kondensation zweier Acetatmolekile fiihrt. KoRNBERG u. 
MaDsEN (1958) halten diesen Cyclus fiir ein Bindeglied in der Synthese 
von Zellmaterial durch jene Mikroorganismen, deren einzige C- Quelle 
Acetat darstellt. Obgleich den Zellen von ,,Sylt 3‘ neben Acetat noch 
Hefeextrakt, Lactat und deren Abbauprodukte zur Verfiigung stehen, 
ist es nicht ausgeschlossen, da nur das Acetat assimiliert werden kann. 
So vermochte Pseudomonas saccharophila bei Wachstum mit Lactat weder 
Pyruvat noch C,-K6rper in ,,aktiviertem‘‘ Zustand einzubauen, sondern 
lediglich C,-Fragmente vom Charakter der ,,aktivierten‘ Essigsiure 
(W1AME u. DovpororF 1951). 


Zusammenfassung 


Die Zellen von Desulfovibrio aestuarii, Stamm ,,Sylt 3°‘, sind befaihigt 

1. zu heterotrophem CO,-Kinbau auf Kosten der Dehydrierung orga- 
nischer H-Donatoren, 

2.zu autotropher CO,-Assimilation auf Kosten einer H,-Oxydation, 

3. zum Acetateinbau auf Kosten einer Lactatdehydrierung und 

4. zur Acetatassimilation auf Kosten einer H,-Oxydation. 

Durch Anwendung der Tracer-Technik konnte weiter gezeigt werden, 
daB ,,Sylt 3 Lactat zu Acetat und CO, dehydriert. 
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Meinem verehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. H. Enext, danke ich fiir sein reges 
Interesse und fiir viele wertvolle Ratschlige herzlich. Die Untersuchungen wurden 
von der Deutschen Forschungsgemeinschaft unterstiitzt. 
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Aus dem Institut fiir Pflanzenpathologie und Pflanzenschutz 
der Georg-August-Universitat Gottingen 


Einiges zur Ernahrungsphysiologie 
von Rhizophydium patellarium Scholz 


Von 
A. GAERTNER 


(Eingegangen am 30. Dezember 1959) 


Im Zuge von Untersuchungen iiber den Anteil von Pythiwm-Arten an 
der in hohem Mae von der Bodenstruktur abhangigen FuBkrankheit 
von Pisum sativum wurde die Gelegenheit wahrgenommen, stichproben- 
weise das Vorkommen niederer Phycomyceten in kultivierten Marsch- 
béden verschiedenen Alters zu untersuchen. Friihere Bestandsaufnahmen 
an Béden verschiedenster Herkunft (REINBOLDT 1951; GAERTNER 1954; 
HarpDER u. UEBELMESSER 1955) enthielten solche nicht oder nur sehr 
wenig. Diese Untersuchungen, auf die im einzelnen hier nicht eingegan- 
gen wird, sollten auch einen Beitrag zur Lebensgemeinschaft dieser 
Béden geben, nicht zuletzt, weil auch niedere Phycomyceten fiir die 
Kausalanalyse bodenbedingter Pflanzenkrankheiten Bedeutung haben 
konnen. 

Es wurden daher im Jahre 1954 gesammelte Bodenproben aus dem 
Poldergebiet des Rheiderlandes (GAERTNER unver6ffentlicht) in der friiher 
beschriebenen Weise (HarpER 1948; Remy 1949; Rernponpr 1951; 
GAERTNER 1954) mit Pollen von Pinus und anderen Substraten bekédert. 
Kinige der in groBer Artenmannigfaltigkeit gefundenen Pilze, unter denen 
die Chytridineen tiberwogen, wurden getrennt auf Pollen weiterkultiviert 
und beobachtet. Unter diesen erregte das in verhaltnismaiBig groBer 
Zahl isolierte Rhizophydium patellarium unsere besondere Aufmerksam- 
keit. Diese von Scnouz (1958) definierte Art war auf Grund einiger 
abweichender Merkmale bereits in friiheren Untersuchungen aufgefallen, 
aber ebenso wie bei Rernpoupr (1951) — miindliche Mitteilung — und 
GAERTNER (1954) bei Rhizophydium carpophilum mitgezihlt worden. Bei 
den Versuchen, sie rein zu kultivieren, zeigte sie eine stiirkere Abhangig- 
keit von bestimmten beweglichen Bakterien aus der weiteren Verwandt- 
schaft von Pseudomonas als die frither in Kultur gebrachten Phlyctochy- 
trien und Rhizophydien (GAERTNER 1954; UEBELMESSER 1956; Kocw 1957) 
und lief sich auf den erprobten Agarmedien trotz zahlreicher Versuche in 
dieser Richtung nicht in Kultur bringen. 

In der Annahme, da aus unbekannten Griinden Agarmedien diesem 
Pilze unzutraglich sind, wurden weitere Untersuchungen auf Kieselgel- 
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nahrboden nach Taytor (1950) unternommen, welche sich in anderen 
Fallen bei der Kultur schwer kultivierbarer Pilze bewahrt hatten 
(GAERTNER 1958 a, 1958b, 1959). 

Auf einem Nahrboden, welcher 0,18 g Biomalz, 0,025 g Pepton aus 
Casein (Merck) und 10 ml Knopsche Nahrlésung zu 100 ml 5°/,igem 
Kieselsauresol zuziiglich der zur Neutralisation bendtigten Menge Natron- 
lauge enthielt, wuchsen die in den Nahrboden eingegossenen Zoosporen 
zu kleinen Thalli heran, welche sich dann, wenn sie in bakterienfreien 
Raumen lagen, miihelos auf neue Kulturplatten tbertragen lieben. 
Solche bakterienfreie Einsporlinien konnten nur dadurch erhalten werden, 
da8 die aus Pollenkulturen stammenden Zoosporen unter mikroskopischer 
Kontrolle iiber einen lingeren Fliissigkeitsweg von den begleitenden 
Bakterien vorgereinigt wurden, ehe sie dem fertigen Nahrboden_ bei- 
gemischt wurden. Sie wuchsen gut an und durchliefen ihren vollen Ent- 
wicklungsgang bis zur Bildung und Entlassung neuer Zoosporen. Die 
nunmehr durch mehr als 30 Generationen durchgefiihrte Kultur auf dem 
beschriebenen Nahrboden brachte keine Veranderungen in der Gestalt 
oder Lebenskraft mit sich. 

Die Einsporlinien entsprachen in ihren charakteristischen Merkmalen, 
insbesondere in Gestalt und Gro8e der Sporangien mit unerheblichen 
Abweichungen der Beschreibung von Scnorz (1958). Nur das Rhizoid- 
system entwickelte sich in dem unbegrenzten Nahrungsraum wesentlich 
stirker als innerhalb des Pollenkornes. Rhizoide entsprangen unter 
diesen Bedingungen nicht nur an einem Punkte unter dem tellerformig 
verdickten unteren Teile des Sporangiums, sondern nahmen oft von 
mehreren Stellen ihren Ausgang. Sie waren wie bei den meisten Rhizo- 
phydien sehr diinn, hyalin und fein verzweigt. Eine Apophyse wurde 
niemals ausgebildet. 

Um den Nahrungsbedarf von Rhizophydium patellarium naher kennen 
zu lernen, konnte weder die Pollenkultur noch der Malz-Pepton-Nahr- 
boden verwendet werden. Es wurde deshalb auf den Erfahrungen bei der 
Kultur von Phytophthora infestans aufbauend (GAERTNER unver6ffent- 
licht) ein aus Glucose, Aminosauren und Vitaminen bestehender Nahr- 
boden versucht mit dem Ziel, durch planmaBiges Weglassen einzelner 
Komponenten den Minimalbedarf des Pilzes festzustellen. Es bewahrte 
sich der folgende Nahrboden: 

200 mg Glucose p. I. Bayer; 20 mg Asparaginsaure; 3,8 mg Asparagin; je 2,5 mg 
Glutaminsaure, Leucin, Valin, Alanin; je 0,9 mg Methionin und Glutamin; 0,75 mg 
Cystein; 0,6 mg Phenylalanin; 0,5 mg Tryptophan und 0,3 mg y-Aminobuttersaure 
wurden neben Spuren von Aneurin, Nicotinsaureamid, Ca-panthothenat, Folséure in 
alkalischer Lésung, Lactoflavin und Vitamin B,, 100 ml 5°/,igen Kieselsauresols 


zugegeben, die Kieselsaéure mittels 1 ml n NaOH auf einen py-Wert von 7,3 ein- 
gestellt und die anorganischen Salze durch Zugabe von 10 ml Knopscher Nahr- 


lésung beriicksichtigt. 
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Auf diesem Nahrboden gedeiht der Pilz fast so gut wie auf dem Malz- 
Pepton-Nahrboden. Die einzelnen eingegossenen Zoosporen entwickelten 
sich zu Pflinzchen, deren Sporangien am 6. Tag nach der Beimpfung 
einen Durchmesser von 25 4 aufwiesen und reife Schwarmer enthielten. 
Diese wurden entweder entlassen und siedelten sich in unmittelbarer 
Nahe des Muttersporangiums an oder keimten bereits im Sporangium, 
wenn dieses durch das Einschlu8medium an der Entleerung gehindert 
war. Im letztgenannten Falle durchbrachen die Rhizoide die alte Sporan- 
giummembran und konnten so Nahrstoffe aus dem umgebenden Medium 
entnehmen. 

Wurden einzelne Komponenten des erwahnten Nahrmediums plan- 
maBig weggelassen, so konnte folgendes beobachtet werden: 


Ohne Glucose entwickelten sich nur kiimmerliche Thalli, die bei dem 
Durchmesser von 5 4 und weniger ohne Zoosporen zu bilden die Ent- 
wicklung einstellten. Wurde eine der 13 Aminoverbindungen weg- 
gelassen, so war keine ausgesprochene Depression des Wachstums zu 
erkennen. Lediglich bei Wegfall von Alanin, Glutamin, Glutaminsaure 
oder Phenylalanin trat eine gewisse Verzégerung in der Entwicklung 
ein, welche das Ausschwirmen der Sporen um 2 Tage verspatete. Daraus 
wurde geschlossen, da8 die 4 genannten Aminosduren fiir den Pilz 
besondere Bedeutung hatten, und es wurde ein Nahrboden gepriift, 
welcher neben Glucose und Vitaminen nur Alanin, Glutamin, Glutamin- 
sdure und Phenylalanin enthielt. Auf diesem entwickelte sich der Pilz 
in ahnlicher Weise wie bei Wegfall einer Aminosaure aus dem vollstan- 
digen Nahrboden und entlieB nach 8 Tagen reichlich Sporen. 


Da wir bei Phytophthora infestans (GAERTNER unver6ffentlicht) Unter- 
schiede in der Wachstumswirkung einzelner Aminosiuren kennengelernt 
hatten, je nachdem in welcher Kombination mit anderen Aminoverbin- 
dungen sie auftraten, wurde der zuletzt genannte vereinfachte Nihrboden 
variiert. Es zeigte sich, daB nach Wegfall von Phenylalanin die Entwick- 
lung auf den 3 restlichen Aminoverbindungen bereits nach 6 Tagen zur 
Schwarmerbildung fiihrte. 


Das Weglassen einzelner oder aller Vitamine aus dem Niahrboden 
beeinfluBte die Entwicklung von Rhizophydium patellarium ebenso wenig 
wie eine Steigerung der Vitamingaben. Die Art ist also wahrscheinlich 
fiir die hier gepriiften Stoffe autotroph. 

Diese hochgradige Autotrophie veranlaBte uns, die Wirkung des in der 
Pollenkultur eng mit Rhizophydium patellariwm assoziierten Bakteriums, 
welches im Zuge der Untersuchungen isoliert worden war, naher zu 
prifen. Hierzu wurde dem vereinfachten, Alanin-, Glutaminsaure-Glut- 
amin-Glucosendhrboden eine stark verdiinnte Bakterienkultur zugesetzt, 
bevor er, wie tiblich, dicht mit Zoosporen beimpft wurde. Es bildeten 
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sich nur weit voneinander entfernte Bakterienkolonien, wahrend Rhizo- 
phydium-Pflanzchen ziemlich dicht und gleichmaBig tiber die ganze 
Flache verbreitet waren. Bei der Beobachtung wurde deutlich, daB in 
der Nahe der Bakterienkulturen die Entwicklung des Pilzes beschleunigt 
war, so daB bereits am 5. Tage die ersten Zoosporen entlassen wurden. 
Am 9. Tage war ein deutlicher Gradient der Koloniegréfe in Abhangig- 
keit von der Entfernung der Bakterienkulturen sichtbar, wobei nicht mit 
Bakterien beimpfte Platten zum gleichen Zeitpunkt erst andeutungsweise 
einen Bewuchs makroskopisch erkennen lieBen. Der Versuch bestatigte 
also eine fordernde Wirkung der Bakterien, tiber deren Ursachen zur Zeit 
noch nichts ausgesagt werden kann. 


Diskussion 

Der spezifische Nahrungsbedarf von Rhizophydiwm ist noch kaum 
oder nicht untersucht, gelingt doch ihr Nachweis in Boden tiberhaupt erst 
seit verhaltnismaBig kurzer Zeit auf Grund der Wiederentdeckung der 
Kéderwirkung des Pinus-Pollens (HarDER 1948; Remy 1949). Dieser 
kann sicher nicht die natiirliche Nahrungsgrundlage im Boden darstellen, 
in welchem man vielmehr am ehesten andere organische Stoffe als 
Nahrungsquelle in Betracht ziehen miiBte. 

Nach den tiberraschenden Ergebnissen unserer Versuche kann Rhizo- 
phydium patellarium zumindest tiber langere Zeit mit Glucose, Glutamin- 
siure und Glutamin allein ohne Zufuhr von Wirkstoffen seine normale 
Entwicklung bestreiten und alle fiir den Aufbau der Zellsubstanz notigen 
Stoffe aus diesen Grundstoffen herstellen, wobei es vielleicht nicht ohne 
Bedeutung ist, da& die unmittelbar mit dem Transaminierungssystem 
zusammenhangenden Aminokorper die beste Stickstoffquelle darstellen. 
Allerdings zeigen die Versuche mit Bakterienzusatz, daB eine zusatzliche 
Férderung durch einen noch nicht bekannten Wirkstoff oder aber dadurch 
moglich ist, daB die gebotenen Niahrstoffe durch das Bakterium in eine 
noch zugiinglichere Form, vielleicht bestimmte Intermediarprodukte, 
iibergefiihrt werden. 

Der Befund ist auch unter ékologischen Gesichtspunkten interessant. 
Rhizophydium patellariwm findet seine Niahrstoffanspriiche einerseits in 
noch wenig zersetzten kohlenhydratreichen Abbauprodukten ebenso 
befriedigt, wie in Ausscheidungen der Wurzeln (vgl. RADEMACHER 1959, 
dort weitere Literatur), in denen Glucose sowie die genannten Amino- 
sduren ofters nachgewiesen wurden. Daritiber hinaus kann die Art offen- 
sichtlich auch parasitisch leben, wie durch Besiedlung von Rindenzellen 
der Kohlwurzeln kiirzlich von SAHTIYANCI (unver6ffentlicht) in unserem 
Institut beobachtet wurde. Ahnliche Beobachtungen wurden bereits von 
LepIncHAM (1936) fiir Rhizophydium graminis und ein nicht naher 


bestimmtes Rhizophydiwm von STALDER u. Scutrz (1957) berichtet. 
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Zusammenfassung 


1. Rhizophydium patellarium Scuoiz konnte unter Verwendung von 
Kieselgallerte nach TAayLor von allen begleitenden Organismen gereinigt 
werden und gedeiht auf einem Nahrboden, welcher Biomalz, Pepton und 
anorganische Salze enthalt. 

2. Der Pilz gedeiht auch auf ,,vollsynthetischem* Kieselgelnahrboden, 
dem Glucose, 12 Aminoverbindungen, 7 Vitamine und anorganische Salze 
zugefiigt waren. Sein absoluter Nahrstoffbedarf ist aber durch Glucose, 
Alanin, Glutamin und Glutaminsaure vollstandig gedeckt. 

3. Die dkologische Bedeutung der Befunde wird kurz erértert. 


Die vorstehenden Untersuchungen wurden im Rahmen des Schwerpunkt- 
programmes ,,Biocoenoseforschung‘‘ durchgefiihrt. Der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft sei fiir die bereitgestellten Mittel gedankt. Herrn Prof. Dr. W. H. 
Fucus danke ich fiir sein Interesse an dieser Arbeit. 
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Zum Problem der Trennung von Arten bei Pilzen, 
dargestellt am Beispiel der Ascomycetengattung 
Chaetomium 


Von 
GEORG SORGEL 


Mit 8 Textabbildungen 


(EHingegangen am 21. November 1959) 


Eine klare und gleichzeitig méglichst objektive Abgrenzung der 
einzelnen Arten einer Gattung voneinander ist bei vielen Pilzen nicht 
einfach. Erschwerend kommt vielfach hinzu, da8 die Anschauungen tiber 
die Brauchbarkeit der verschiedenen Merkmale fiir die Systematik im 
Laufe der Zeit oftmals gewechselt haben und immer noch wechseln. 
Solange nur wenige Arten einer Gattung bekannt sind, ist in den meisten 
Fallen eine Unterscheidung nicht allzu schwierig. Kompliziert wird das 
Problem erst bei der Entdeckung neuer Arten. Oft lat sich nur bei einem 
unmittelbaren Vergleich mit bereits bekannten Arten Klarheit dariiber 
gewinnen, ob die Aufstellung einer neuen Art gerechtfertigt ist oder nicht. 
Ein Vergleich lebender Kulturen aller beschriebenen Arten einer Gattung 
wird auch in den Fallen, in denen dies méglich ist, von vielen Systema- 
tikern anscheinend immer noch nicht fiir erforderlich gehalten. Manch 
einer verlaBt sich in der Hauptsache bloB auf Exsiccate. 

Auch der haufig vorkommende Ascomycet Chaetomium gehort zu den 
, schwierigen* Pilzen. 

Wahrend Zweifel iiber die GattungszugehGrigkeit wohl kaum auftreten, bereitet 
eine einwandfreie Bestimmung der Arten oft erhebliche Schwierigkeiten. Es hat daher 
auch nicht an Versuchen gefehlt, Bestimmungsschliissel aufzustellen bzw. die Gat- 
tung monographisch zu bearbeiten. Zu den altesten Darstellungen gehort dieArbeit 
von ZopF (1881), in der die damals bekannten Arten auf 10 reduziert und ausfithrlich 
behandelt werden. Patuiser (1910) glaubt, 17 Arten unterscheiden zu kénnen. 
BaAINIER (1910) beschreibt in seiner Darstellung 22 Arten. CutveRs Monographie 
(1915) umfaBt 28 Arten, ebenso die von FLORENZANO (1948). SKOLKO u. GROVES 
(1953) schlieBlich kénnen die Zahl der Arten unter Beriicksichtigung der inzwischen 
erschienenen Neubeschreibungen insbesondere von SKOLKO u. Groves (1948) sowie 
Ams (1949) auf 47 erhohen. Nicht aufgenommen werden konnten darin eine Neu- 
beschreibung von GarBowskI (1936), drei von AmEs (1950), eine von GoMEs (1953), 
eine von RAMAKRISHNAN (1953), zwei von Omvik (1955) und vier von SERGEJEVA 
(1956). Damit diirfte die Zahl der zur Zeit anerkannten Arten 59 betragen. 

Auch wenn man nur die Gattung Chaetomium im heutigen Sinne betrachtet, d. h. 
die mit Recht abgetrennten Gattungen Ascotricha und Chaetomidium ausschlieBt, 
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unterscheiden sich die Auffassungen iiber die anzuerkennenden Arten bei den ein- 
zelnen Autoren immer noch erheblich voneinander. So glaubt z. B. CHrvers nach- 
weisen zu kénnen, da es sich bei mehreren der bei PALLISER aufgefiihrten Arten nur 
um Synonyme bereits bestehender handelt. Ferner wird ein Teil der Neubeschrei- 
bungen bei BarnreR von Cutvers nicht anerkannt. Sowohl FLORENzANO als auch 
SKoLKO u. GROVES stiitzen sich in der Hauptsache wieder auf CHIVERS. 


Welches sind die Griinde fiir die so uneinheitliche Auffassung tiber die 
Trennung der Arten? In den bisherigen Arbeiten tiber Chaetomiwm wurde 
bei der Unterscheidung der Arten das Hauptaugenmerk auf die unter- 
schiedliche Ausbildung der Fruchtkérperanhangsel, der Haare, gelegt. 
In der Tat ist die Behaarung sehr verschieden und wohl das auffalligste 
Merkmal der Perithecien. Ohne hier schon auf Einzelheiten einzugehen, 
sei erwihnt, daB es gerade, gewundene, spiralige, am Ende umgebogene 
und verzweigte Haare gibt. Es ist also durchaus verstandlich, daB die 
Haarform als Basis fiir eine Unterscheidung diente. Damit sollte allerdings 
nichts dariiber ausgesagt werden, ob gleichzeitig natiirliche verwandt- 
schaftliche Beziehungen innerhalb der Gattung erfaBt wurden. Uns kam 
es bei unseren Untersuchungen jedoch gerade darauf an, solche Beziehun- 
gen aufzufinden. Es war von vornherein klar, daB als Grundlage fiir eine 
Einteilung der Gattung nur ein Merkmal herangezogen werden konnte, 
welches einerseits méglichst wenig variabel, andererseits aber auch leicht 
erkennbar ist. Diesem Hauptmerkmal miissen dann weitere in der 
Reihenfolge ihrer Konstanz bzw. Wichtigkeit untergeordnet werden. 
Ferner ist eine leichte und schnelle Erkennbarkeit ohne komplizierte 
Untersuchungsmethoden zu fordern. Es war also einmal zu priifen, ob 
sich an der Form der Haare verwandtschaftliche Beziehungen der Arten 
zueinander ableiten lassen, zum anderen, ob die Haare tatsachlich die 
Vorrangstellung, die man ihnen bisher eingeréumt hatte, zu Recht 
einnehmen. Erst dann konnte eine Neueinteilung der Gattung versucht 
werden. 

UnerlaBlich ist, wie eingangs bereits betont, der Vergleich lebender Kulturen 
moglichst vieler bekannter Arten und Herkiinfte. Uns standen dazu tiber 1400 selbst 
isolierte Herkiinfte aus den verschiedensten Teilen der Erde zur Verfiigung. Dazu 
kamen 41 Arten bzw. Herkiinfte aus dem Centraalbureau voor Schimmelcultures 
(Baarn), 8 aus dem Commonwealth Mycological Institute (Kew), 7 aus dem Labora- 
toire de Cryptogamie (Paris), 3 aus dem Plant Research Institute (Ottawa), 2 aus 
dem Estagio Agrénomica Nacional (Saccavém) sowie 2 aus dem Institut fiir Forst- 
botanik (Eberswalde). 

Saimtliche Arten bzw. Herkiinfte wurden auf einem Nahrboden, bestehend aus 
0,3°/ 9 Erbsenmehl, 0,3°/) Hafermehl, 1,8°/) Agar und Aqua dest., kultiviert. Diesem 


Medium wurden noch mehrere schmale Filtrierpapierstreifen hinzugefiigt. Die Kul- 
turen standen in Thermostaten bei 24° mit Ausnahme einiger thermophiler Arten. 


Bisher wurde von den meisten Autoren auBer der Form der Haare zur 
Unterscheidung der Arten in einigen Fallen vornehmlich bzw. zusatzlich 
noch Form, GréBe und Farbe der Perithecien, ihre unterschiedliche 
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Anheftung am Substrat mit sogenannten Rhizoiden, die Inkrustation 
der Haare, die Form des Ascus, schlieBlich die GréBe und in den seltensten 
Fallen auch die Form der Ascosporen mit herangezogen. 


Aber gerade diesem zuletzt erwahnten Merkmal mu8 nach unserer 
Meinung die gréBte Beachtung geschenkt werden. Die Form der Ascospo- 
ren stellt ein Merkmal dar, welches nicht nur weitestgehend unabhangig 
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globosum  bostrychodes crispaturr indicum 


forulosum afrosporum irregulare = murorum 
undulatum aureum gangligerum frigonosporum 
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Abb. 1.Die verschiedenen Sporentypen der Gattung Chaetomium. 1. Spore breit oval, nach den Enden 
zu gleichmiBig an Breite abnehmend, selten an den Enden schwach vorgezogen (Ch. globosum). 
2. Spore breit oval, nach den Enden zu gleichmaBig an Breite abnehmend, selten an den Enden 
schwach vorgezogen; einzeln hell, in der Menge graublau gefarbt (Ch. bostrychodes). 3. Spore breit-oval 
bis fast rund, meist oberhalb der Mitte am breitesten; an dem dem breiteren Teil genihertem Ende 
meist abgerundet, daher mehr oder weniger tropfenférmig (Ch.crispatum). 4.Spore oval, nach den 
Enden zu gleichmifig an Breite abnehmend (Ch. indicum). 5. Spore oval, an den Enden deutlich vor- 
gezogen, daher citronenformig (Ch. torulosum). 6.Spore fast rund, fast stets mit Oltropfen, sehr 
dunkel gefiirbt (Ch.atrosporum). 7. Spore ungleichmaBig oval (Ch. irregulare). 8. Spore gleichmaSig 
lang-oval bis ellipsoid (Ch. murorum). 9. Spore lang-oval bis ellipsoid, an einem Ende oft schwach ein- 
gedellt (Ch. undulatum).10. Spore langgestreckt und einseitig abgeflacht (Ch.aureum). 11. Spore im 
Umri8 rhombisch (Ch. gangligerum). 12. Spore im UmriB dreieckig ( Ch. trigonosporum),. 13. Spore im 
UmriB quadratisch (Ch. quadrangulatum) 


von AuBenfaktoren, sondern auch gleichzeitig mannigfaltig genug ist, 
um als Grundlage fiir eine Gliederung der Gattung dienen zu kénnen. 
Nicht auBer acht gelassen werden darf dabei die Tatsache, da8 auch die 
Farbe der Ascosporen etwas variiert. Bei den meisten Arten sind die 
Sporen zwar braun, zum Teil mit geringen Nuancen nach griin, blau, 
oliv usw. Einige Arten jedoch zeichnen sich durch besonders dunkel, 
andere durch besonders hell, in der Masse graublau gefarbte Sporen aus. 
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Unter Beriicksichtigung beider Merkmale, insbesondere aber nach der 
Form lassen sich in unserem Material eindeutig 13 verschiedene Sporen- 
gruppen unterscheiden. Hinige dieser Formen sind nur selten, andere wie- 
der haufig vertreten. Nachstehend seien diese Formen unter Angabe der 
altesten beschriebenen Art, die die betreffende Sporenform aufweist, 
kurz charakterisiert?. In Abb.1 sind je drei Sporen aus Reinkulturen 
dieser Arten dargestellt. 

Auch innerhalb mancher Sporengruppen herrscht noch eine gewisse 
Verschiedenheit. So ist in der Gruppe 10 die einseitige Abflachung der 
Sporen bei den einzelnen Arten verschieden stark ausgepragt. In dem 
einen Extrem ist die Spore an der abgeflachten Seite eingedellt (Ch. 
rufum), in dem anderen ist nur eine schwache UngleichmaBigkeit der 
einen Sporenhalfte zu bemerken (Ch. turgidopilosum). Dazwischen gibt 
es artgebunden die verschiedensten Ubergange. Daraus ergibt sich, daB 
auch innerhalb mancher Sporengruppen die Form bis zu einem gewissen 
Grade noch als Artmerkmal herangezogen werden kann. 

Zur weiteren Charakterisierung der Sporenform kann auBerdem noch 
das Langen-Breiten-Verhaltnis dienen. Dazu wurden von je 500 mit dem 
Zeichenapparat gezeichneten Sporen jeder Art die Langen und Breiten 
gemessen und daraus die Mittelwerte berechnet. Aus dem vorliegenden 
Material konnten bisher 107 Arten beriicksichtigt werden. Aus diesen 
Werten ist ersichtlich (Tab.1), daB das Verhaltnis von Breite zu Lange 
sich von rund 1:1 bis rund 1:2 erstreckt. Fiir jede Sporenform gibt es 
zwar einen charakteristischen Mittelwert, jedoch lassen sich auf diese 
Art und Weise nur vier Typen klar abgrenzen (1. quadrangulatum und 
atrosporum, 2. bostrychodes — torulosum, 3. indicum — gangligerum, 
4. aureum und undulatum). 

Unter Beriicksichtigung der eigentlichen Sporenform bzw. -Farbe und 
des Verhaltnisses von Linge und Breite lassen sich simtliche uns 
bekannten Chaetomium-Arten einer dieser 13 Sporengruppen zuordnen. 
Damit soll aber keineswegs gesagt sein, daB es nicht noch Arten mit 
anderen Sporenformen geben kénnte. Hiermit ist jedoch bereits eine 
Grundlage fiir eine Einteilung der Gattung auf natiirlicher Basis gegeben. 
Es liegt auf der Hand, die einzelnen Gruppen als gréBere Einheiten der 
Gattung nach den genannten Arten zu bezeichnen. Man erhalt demnach 
eine bostr ychodes- Gruppe, eine globosum-Gruppe, eine indicum-Gruppe usw. 

Kigenartig ist, daB die Sporenform als typisches Unterscheidungsmerkmal bisher 
unberiicksichtigt geblieben ist. Es ist jedoch auffallig, daB unter den Arten, die 
BarNiER neu beschrieben hat, sich auch einige befinden, die zweifellos zu unserer 


undulatum-Gruppe gehéren. Dies geht eindeutig aus seinen Zeichnungen und den 
Angaben der SporengréBe hervor. Spiter ist nie wieder itiber diese Arten berichtet 


! Es werden in allen Fallen fiir bisher nicht beschriebene Arten an Stelle von 
Kulturnummern neue Artnamen eingefiihrt. Eine ausfiihrliche Beschreibung dieser 
neuen Arten soll in anderem Zusammenhang erfolgen. 
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worden. Der Grund dafiir diirfte in der Hauptsache wohl darin zu suchen sein, das 
sowohl Carvers als auch FLORENZANO ungeachtet der klaren Abbildungen nad der 
SporenmaBe solche Arten als Synonyme von Ch. globoswm auffassen. Erst Amrs 
und SERGEJEVA haben neuerdings wieder Arten mit wndulatum-Sporen beschrieben. 
Auch in unserem Material befinden sich einige Arten, auf die die Beschreibungen von 
Banter sehr gut zutreffen. Ahnliches gilt auch fiir andere von Barnter aufgestellte 
und spiterhin falsch interpretierte Arten (z. B. fiir Ch. formosum). j! 


Tabelle 1. Mittleres Verhdltnis von Sporenbreite zu Sporenliinge bei den einzelnen 
Sporengruppen von Chaetomium 


Sporengruppe Artenzahl Breite : Linge 
quadrangulatum 1 107 
atrosporum 6 1:1,12 
bostrychodes 7 ALS: 
crispatum 13 i 22 
globosum 20 1:1,23 
torulosum 4 127 
indicum 15 1:1,43 
irregulare i 1:1,60 
trigonosporum il 1:1,64 
murorum slik 1:1,66 
gangligerum 3 1:1,66 
aureum | 12 1:2,01 
undulatum 13 1:2,06 


\ 


Unsere erste Feststellung besagt daher, dap die Gattung Chaetomium 
auf Grund der Sporenform bzw. - farbe in eine Anzahl von Gruppen 
gegliedert werden kann. 

Versucht man nun, die bereits beschriebenen Arten nach der von uns 
vorgeschlagenen Gruppierung zu ordnen, so zeigen sich interessante 
Zusammenhange. Zu unserer indicum-Gruppe, deren Sporen relativ klein 
und etwa 1/,mal so breit wie lang sind, gehéren mit einer Ausnahme 
Arten, deren Haare dichotom verzweigt sind. In der crispatum-Gruppe, 
deren Arten fast stets tropfenformige Sporen haben, befinden sich unter 
anderem all die Arten, deren Spiralhaare unregelmaBig bzw. nach 
verschiedenen Richtungen gedreht sind. Die aureum-Gruppe — mit 
einseitig abgeflachten Sporen — ist durch Arten vertreten, deren Haare 
sehr einfach und am Ende im allgemeinen nur umgebogen sind. Die 
murorum-Gruppe — mit lang-ovalen Sporen — umfaft Arten mit zwel 
deutlich verschieden ausgebildeten Haarformen am gleichen Frucht- 
korper. 

Wichtig fiir uns ist, daB die indicum-Gruppe von fast allen Autoren, 
jedoch nur wegen ihrer Haarform, bereits als zusammengehdrige Gruppe 
angesehen wird. Aus dem gleichen Grunde werden stets mehrere Arten 
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der crispatum-Gruppe im Zusammenhang behandelt. In der Bestimmungs- 
tabelle von SKoLKo u. Groves befinden sich die vier ihnen bekannten 
Arten der aureum-Gruppe wegen ihrer ahnlichen Haarform in ein- und 
derselben Gruppe. FLORENZANO vereinigt vier Arten unserer bostrychodes- 
Gruppe in seiner Gruppe III ,,per i caratteri morfologici esteriori dei 
periteci“. 

Diese Tatsache ist aber sicher nicht zufallig, sondern spricht daftir, daB 
Sporen- und Haarform in bestimmter Beziehung zueinander stehen. 

Daher soll im folgenden untersucht werden, welche Haarformen in 
den einzelnen Sporengruppen vorkommen. In diesem Zusammenhang 
kommt es jedoch keineswegs 
darauf an, die Haarformen 
simtlicher Arten zu erwahnen 
oder zu beschreiben. Es geniigt 
vielmehr festzustellen, ob in 
den einzelnen Gruppen _ be- 

stimmte Haarformen  vor- 

\ herrschen und wie gegebenen- 

falls vorhandene unerwartete 

Formen zu _ verstehen sind. 

Abb.2. Haarformen von einigen Arten der aureum-Gruppe Bei allen Arten der Gattung 

Chaetomium sind die seitlich 

am Perithecium befindlichen Haare einfacher gestaltet und gehen meist 

allmahlich in die Schopfhaare tiber. Nur diese Schopfhaare sollen in unsere 
jetzige Betrachtung einbezogen werden. 

Die Haare der awreum-Gruppe sind ziemlich einfach gestaltet (Abb. 2). 
Entweder sind sie fast gerade, dabei am Ende oft ein wenig hin und her 
gebogen (Ch. fusisporum), am Ende eingekriimmt (Ch. arcuatum) oder 
eingerollt (Ch.rufum). Bei manchen Arten gleiten die verlingerten 
Enden der Haare aus der urspriinglichen Ebene heraus und es kann auf 
diese Art und Weise eine Spirale mit allerdings nur wenigen Windungen 
entstehen (Ch. trilaterale). 

In der uwndulatum-Gruppe sind die Haare vielgestaltiger (Abb.3). Es 
kommen Arten mit einfachen, geraden Haaren vor (Ch. atrobrunneum), 
Arten, deren Haare am Ende nur eine oder wenige Spiralen tragen (Ch. 
succineum) und Arten, deren Haare gewellt sind. Diese Wellen kénnen 
unregelmaBig weit sein (Ch. undatum) oder unregelmaBig eng (Ch. lanu- 
ginosum). Bei wieder anderen Arten sind die Windungen regelmaBig oder 
fast regelmaBig, dabei ebenfalls wieder eng (Ch. gracile) oder weit. Wah- 
rend bei diesen Arten die Windungen in einer oder beinahe in einer Ebene 
verlaufen, ist das bei den meisten Arten dieser Gruppe, die Spiralhaare 
haben, nicht der Fall. Diese Spiralen kénnen je nach den Arten sehr 
zahlreich oder weniger zahlreich (z.B. Ch. perlucidum) sein, ihr 


zoy| 
fusisporum arcuatum  rufum _ frilaterale 
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Durchmesser gro8 oder klein, ihre Breite kann auf der ganzen Lange der 
Haare gleich sein oder plétzlich oder allmahlich abnehmen usw. 

Fast die gleiche Formenmannigfaltigkeit herrscht in der globosum- 
Gruppe. Auch hier gibt es Arten mit fast geraden Haaren (z.B. Ch. affine) 
und solche, deren Haare enge oder weite Bogen ausbilden (z.B. Ch. strobi- 
laceum). Der gr6Bte Teil der Arten besitzt jedoch Spiralhaare der ver- 
schiedensten Form. 
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atrobrunneum succineum undatum lanuginosum gracile perlucrdum 


Abb. 3. Haarformen von einigen Arten der undulatum- Gruppe 


Auch in der torulosum-Gruppe kommen einfache, weniger bis sehr 
stark gewellte und auch schwach spiralige Haare vor. 

Die gangligerum-Gruppe weist gerade, bogenformige und spiralige 
Haare auf. 

In der atrosporum-Gruppe gibt es ebenfalls einige Arten mit schwach 
gewellten, andere Arten mit stark gewellten Haaren, daneben aber auch 
einfache Spiralen. 

In der bostrychodes-Gruppe sind bisher nur Arten mit verschieden aus- 
gebildeten Spiralhaaren bekannt. 

Vielgestaltiger dagegen ist die Haarform in der crispatum-Gruppe 
(Abb.4). Durch schwach gewellte, dabei etwas verzweigte Haare zeichnet 
sich Oh. thermophile aus. Starker gewellt und unverzweigt sind sie bei 
Ch. cuneatum und Ch. hirsutum. Die ebenfalls hierher 2u zahlende Art 
Ch. brasiliense besitzt regelmaBige, nach dem Ende zu etwas an Breite 
abnehmende Spiralen. Bei Ch. tortuosum sind die Spiralen unregelmafiger 
ausgebildet und bei Ch. tortospirale sind jeweils mehrere Windungen ein- 
mal nach rechts und einmal nach links gedreht. Noch starker ausgepragt 
ist diese Drehung bei Ch. tortile, wo oft nur eine Windung nach der einen, 
die andere nach der anderen Seite gewendet ist. Am auffallendsten ist 
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dies bei Ch. simile, wo zwischen den einzelnen Rechts- bzw. Linkswin- 

dungen je ein langeres fast gerades Zwischenstiick vorhanden ist. 
Bemerkenswert sind die Arten der murorum-Gruppe durch die Ausbil- 
dung von zwei verschiedenen Haarformen an dem gleichen Perithecium. 
So sind bei Ch. spectabile die Haare gerade, jedoch stets 1 —3 Haare erheb- 
lich langer. Bei Ch. murorum ragen sogar viele der bei dieser Art bogen- 
formigen Haare aus den iibrigen hervor. Die Enden dieser langeren 
Haare sind entweder haken- 
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n einigen Arten der crispatum-Gruppe P ie 
Papas <> es eas pee zusammenneigend, bei Ch. coro- 


natum unverzweigt und kranzformig angeordnet. Bei beiden Arten 
werden sie von vielen fein gekrauselten Haaren umgeben. 

In der indicum-Gruppe haben die Haare eine besondere Ausbildung 
erfahren. Sie sind stets verzweigt und zwar mehr oder weniger dichotom. 
(Kine Verzweigung der Haare kommt auch in anderen Gruppen vor, ist 
jedoch weniger auffallend.) Die Haare der einzelnen Arten dieser Gruppe 
unterscheiden sich in der Hauptsache dadurch, daB die Zwischenréume 
zwischen den einzelnen Verzweigungen lang oder kurz sind, da8B ihre End- 
verzweigungen gerade, nach auBen oder nach innen gebogen sind und daB 
bei einigen daneben noch unverzweigte Haare vorkommen. Zu dieser 
Gruppe ist auf Grund der Sporenform auch Ch. spinosum zu rechnen. 
Die Haare dieser Art sind wohl auffallig verzweigt, wenn auch nicht 
dichotom. 

Dieser kurze Uberblick soll geniigen, um zu zeigen, daB bei allen Grup- 
pen mit Ausnahme von indicum Spiralhaare vorkommen. In den meisten 
Gruppen gibt es daneben, einmal mehr, einmal weniger Arten mit ein- 
facher gestalteten Haaren. Die Spiralen selbst zeigen eine sehr groBe 
Mannigfaltigkeit. Am stiarksten differenziert sind sie in der crispatum- 
Gruppe. Wie soll man das Vorkommen von einfachen und von spiraligen 
Haaren in fast allen Gruppen deuten? Handelt es sich um Entwicklungs- 
reihen, in denen von einfachen Haaren ausgehend als Endstadium 
schlieBlich Spiralhaare auftreten, oder handelt es sich um Reduktions- 
reihen, in denen die Spiralhaare allmahlich vereinfacht werden? Es ist 
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schwer, schon jetzt eine endgiiltige Entscheidung fallen zu wollen. Es ist 
durchaus denkbar, daB nicht nur ein Weg, sondern teils der erste, teils 
der zweite Weg eingeschlagen worden ist. Da jedoch iiberall die gleiche 
Grundtendenz (Anordnung der Makromolekiile) bei den Zellmembranen 
spiralig ist, dirften Entwicklungsreihen am ehesten verstandlich sein. 


Hinzu kommen zwei Tatsachen, die mehr fiir die erste Annahme sprechen: 1. Bei 
manchen Arten mit Spiralhaaren setzt die Spiralisierung erst sehr spat ein, z. B. bei 
Ch. perlucidum (undulatum-Gruppe), bei cochliodes (globosum-Gruppe), bei convolutum 
(bostrychodes-Gruppe). Entsprechendes gilt auch fiir die Ausbildung der Verzwei- 
gung in der indicwm-Gruppe, wo bei mehreren Arten bereits zu einem Zeitpunkt, an 
dem noch samtliche Haare unverzweigt sind, reife Sporen aus dem Perithecium 
entlassen werden. 2. Bei einigen Arten mit typischen Spiralhaaren konnten, wenn 
auch sehr selten, Mutationen mit einfachen Haaren gefunden werden. 

In den einzelnen Gruppen, gleichgiiltig in welcher Richtung die Ent- 
wicklung vor sich gegangen sein mag, miissen dann zur Erreichung des 
Endstadiums verschiedene Wege beschritten worden sein. In der awrewm- 
Gruppe vollzog sich die Entwicklung tiber eine einfache Endkrimmung 
der Haare, in der wndulatum-Gruppe tiber eine Krauselung, in der 
murorum-Gruppe tiber eine mehr bogenformige Kriimmung. In allen 
Fallen aber diirfte das Endstadium durch Spiralen oder einfache Haare 
dargestellt werden. 

In den Gruppen, in denen bislang nur eine Art bzw. zwei Arten bekannt sind, 
1aBt sich eine solche Entwicklung zunachst nicht aufzeigen. Es ist aber immerhin 
bemerkenswert, daf sich in diesen Gruppen Arten mit einfachen Haaren (Ch. trigo- 
nosporum), mit gewellten Haaren (Ch. irregulare) und mit spiraligen Haaren (Ch. 
quadrangulatum) befinden. Dadurch wird zum mindesten wahrscheinlich gemacht, 
da® diese Gruppen noch zu unvollstandig bekannt sind, wenn man diese Tatsache 
nicht so deuten soll, daB heute nur noch einzelne Glieder einer ehemals vollstandigen 
Entwicklungsreihe vorkommen. 

Aber selbst innerhalb einer Art sind unter gleichen Bedingungen die 
Haare nicht vollkommen gleich ausgebildet. So lassen sich, um nur ein 
Beispiel herauszugreifen, bei Ch. murorum mehrere Typen unterscheiden. 
Entweder sind die Haare besonders dick oder besonders diinn, starker 
oder schwacher gewellt. In anderen Fallen sind sie in groBerer oder gerin- 
gerer Menge vorhanden und an den Enden mehr oder weniger deutlich 
gebogen. Diese Unterschiede kennzeichnen aber nur einzelne Herkiinfte 
und sind fiir diese konstant. Ahnliche Unterschiede lassen sich bei allen 
Arten, wenn man sie nur in einer gréBeren Zahl von Herkiinften unter- 
sucht, nachweisen (z.B. bei Ch. globosum, perlucidum, formosum). Es 
wiire jedoch sinnlos und zudem unpraktisch, wollte man in solchen Fallen 
Unterarten oder noch feinere taxonomische Einheiten aufstellen oder 
sogar mit Namen belegen. 

Wenn nach Tscuupy (1937) die Form der Haare bei der Gattung 
Chaetomium durch AuBenbedingungen beeinfluBbar ist, so kann diese 
Tatsache an sich nur bestatigt werden. Die Haarform ist variabler als die 
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Sporenform. Allerdings ist diese Anderung der Haare doch nicht so erheb- 
lich baw. grundsitzlicher Art, wie angenommen wurde, als daB dadurch 
eine Gliederung innerhalb der Sporengruppen, wie sie hier vorgeschlagen 
wird, illusorisch gemacht werden konnte. 


Das fiir die Gliederung der Gattung wichtigste Merkmal ist die Spo- 
renform einschlieBlich der Farbe. Erst an zweiter Stelle folgt in den ein- 
zelnen Gruppen eine Unterscheidung nach Haarformen. 


Diese Betrachtungen machen es somit wahrscheinlich, daB innerhalb 
fast aller Sporengruppen, ausgehend von Arten mit einfachen Haaren, eine 
Entwicklung zu Arten mit Spiralhaaren stattgefunden haben kann. Diese 
als Endstadium zu betrachtende Haarform tritt in einer groBen Formen- 
mannigfaltigkeit auf und diirfte in den einzelnen Gruppen auf verschiedenen 
Wegen erreicht worden sein. 


Ein weiteres Merkmal, welches oft zur Charakterisierung einzelner 
Arten herangezogen wird, ist die GréBe der Sporen. Obwohl es sich 
bei den Sporen um dreidimensionale Kérper handelt, pflegt man ihre 
GroBe im allgemeinen nur als Lange und Breite anzugeben; sie haben 
aber auch noch eine ,,Dicke‘‘ (Héhe). Die Dicke wurde, von wenigen 
Ausnahmen abgesehen, nicht mit gemessen. Inwieweit die Sporen- 
groBe zur Artentrennung mit herangezogen werden kann, soll im 
folgenden naher erértert werden. Dabei ist stets zu beriicksichtigen, daB 
nur Sporen, die unter gleichen AuBenbedingungen entstanden sind, ver- 
glichen werden kénnen. SORGEL (1955) hat fiir die Temperatur und 
Wriu1AMs (1959) fiir andere AuSenbedingungen nachgewiesen, wie be- 
trachtlich die Anderungen der SporengréBe sein kénnen. 


Es ist tiblich, die Linge und Breite der Sporen nur in ,,Von-Bis‘‘- 
Werten anzugeben ‘bzw. darzustellen. Solche Werte sind aber fiir unsere 
Fragestellung zu ungenau. Dasselbe gilt fiir die an sich wertvolle zusatz- 
liche Angabe der Mittelwerte. Da jede einzelne Spore ja gleichzeitig durch 
Lange und Breite charakterisiert ist und es auBerdem wichtig ist, in 
welcher Haufigkeit die einzelnen Sporengré8en vorkommen, sollte eine 
Darstellungsweise gefunden werden, die diesen Forderungen méglichst 
gerecht werden kann. 


Dazu wurden in Stichproben von 500 Sporen jeder Art bzw. Herkunft die 
Langen und Breiten gemessen und unter der Annahme, daf die Arten und Herkiinfte 
als normale zweidimensionale Grundgesamtheiten im Sinne der Statistik aufzufas- 
sen sind, neben den erwahnten Mittelwerten auch noch die zur Charakterisierung 
solcher normaler Grundgesamtheiten erforderlichen StreuungsgréBen berechnet. 
Die Annahme normaler Grundgesamtheiten wurde vom y?-Test bestatigt. Um dann 
die einzelnen Arten bzw. Herkiinfte im groBen iiberschauen zu kénnen, wurden in 
der Koordinatenebene der Lingen und Breiten Bereiche abgegrenzt, welche von 
jeder Art 95°/, aller MeBwertpaare enthalten. Fiir die normalen Grundgesamtheiten 


ergeben sich Ellipsen, die sich aus den Stichproben in einfacher Weise schatzen 
lassen (LINKE 1943). 
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Fir jede Art und falls erforderlich auch fiir jede Herkunft wurden die 
Ellipsen bestimmt (Abb. 5). Dariiber hinaus leet die Darstellung nahe, 
daB gleiche Pilzherkiinfte, jedoch zu verschiedenen Zeiten beimpft, 
nahezu die gleiche Ellipse 
ergeben (Abb. 5). 
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von MAHALANOBIS (RAO 
Abb. 6. Vergleich der Sporengré8en von fiinf verschiedenen 
1952) beantwortet werden. Herkiinften von Ch. euniculorum 


Es zeigt sich, da in 

diesem Beispiel nur zwei Herkiinfte als nicht signifikant verschieden 
erscheinen, wahrend die iibrigen drei Herkiinfte als signifikant verschie- 
den zu betrachten waren. Da aber nach dem als wichtigsten erkannten 
Merkmal, der Sporenform und zweitens nach der Haarform diese Her- 
kiinfte als derselben Art zugehorig betrachtet werden miissen, folgt 
daraus, daB es Herkiinfte mit verschieden groBen Sporen gibt. Diese 
SporengroBe ist aber fiir die betreffende Herkunft konstant. Ahnliche 
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Beispiele gibt es bei simtlichen anderen Arten; sie nachzuweisen, bedarf 
es nur der Untersuchung einer geniigend groBen Zahl von Isolierungen. 

Wie verhalten sich aber nun die einzelnen Arten ein und derselben 
Sporengruppe, die auf Grund ihrer Haarform zu unterscheiden sind? 
Dazu mége nur ein Beispiel geniigen. In Abb.7 sind die Ellipsen fiir zehn 
Arten je einer Herkunft der crispatum-Gruppe dargestellt. Fimf Arten 
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Abb.7. Ellipsen fiir die SporengréBe von zehn Arten der crispatwm-Gruppe 


lassen sich demnach eindeutig auf Grund ihrer SporengréBe unterschei- 
den. Eine Unterscheidung von Ch. crispatum und Ch. tortospirale ist auf 
Grund der eben beschriebenen statistischen Priifungsmethoden durchaus 
moglich; die in der gleichen GréBenordnung liegende Veranderlichkeit 
der Sporen von den einzelnen Herkiinften gibt jedoch zu der Vermutung 
AnlaB, daB bei vergroBerten Stichproben eine Trennung der beiden 
Arten nicht mehr wahrscheinlich sein diirfte. Ahnliche Verhaltnisse 
scheinen bei den drei Arten Ch. brasiliense, tortile und tortuwosum vorzu- 
liegen, ebenso bei Ch. contortum, hirsutum und semen-citrulli. 

Neben der Sporen- und Haarform kann also auch die SporengréBe 
durchaus mit zur Unterscheidung der Arten herangezogen werden. Das 
ist besonders dann von Wichtigkeit, wenn es sich um Arten mit objektiv 
nicht eindeutig zu beschreibenden ahnlichen Haarformen handelt. Es 
gibt daher Arten mit gleicher oder fast gleicher Sporengr6Be und unter- 
schiedlicher Haarform, aber mit groBer Wahrscheinlichkeit nur selten — 
unsere mehr als 1400 Herkiinfte haben das immer wieder bestiatigt — 
Arten, mit vollsténdig gleicher Haarform und unterschiedlicher Sporen- 
groBe! 


Problem der Trennung von Arten bei Pilzen 63 


Auffallig ist, daB offenbar in allen Sporengruppen — vielleicht mit 
Ausnahme der indicum-Gruppe — Arten mit unterschiedlichen Sporen- 
groBen in dem soeben beschriebenen Sinne vorkommen. Dabei iiber- 
schneiden sich die SporengréS8enellipsen immer nur ein wenig. Inwieweit 
es sich dabei um eine gesetzmaBige Aufeinanderfolge von Arten bestimm- 
ter SporengroBen handelt, soll hier nicht im einzelnen untersucht werden. 
Vergleicht man die SporengréBen der in den einzelnen Sporengruppen zu 
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Abb.8. Mittelwerte von SporengréBen mit entsprechenden Regressionslinien bei Arten aus vier 
Sporengruppen. Es wurde nur eine Herkunft je Art beriicksichtigt 


unterscheidenden Arten und berechnet aus ihren Mittelwerten die ent- 
sprechenden Regressionslinien (Abb.8), so kommt darin noch einmal 
ganz klar zum Ausdruck, daB zwischen Sporenform, Haarform und 
SporengréBe unwiderlegbare feste Beziehungen bestehen. 

Daraus ergibt sich die SchluBfolgerung, daB die Sporengrépe das dritt- 
wichtigste Merkmal zur Trennung der Arten darstellt. In fast allen Sporen- 
gruppen gibt es Arten mit unterschiedlich gropen Sporen. 

Das bedeutet aber nichts anderes, als daB bereits mit Hilfe dieser drei 
Merkmale jede Art eindeutig beschrieben werden kann. Der erste Schritt 
zur Bestimmung mu also die Ermittlung der Sporengruppe sein. Dies 
fiihrt aber noch nicht zur Art. Erst die Haarform in Verbindung mit der 
Sporengré8e charakterisiert die Art. 

Alle anderen Merkmale kénnen die Entscheidung tiber die Zugeh6rig- 
keit zu einer Art nur noch bestatigen. Es gibt, wie anfangs bereits gesagt, 
noch einige weitere Merkmale, die oft mit zur Charakterisierung heran- 
gezogen wurden. Diese Merkmale sind aber nicht allgemein brauchbar, 
da sie nur bei einer beschrankten Anzahl von Arten auftreten. Dazu 


einige Beispiele. 
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Alle oder fast alle Arten der torulosum-Gruppe besitzen groBe kuge- 
lige Chlamydosporen, die in dieser typischen Ausbildung bei keiner 
anderen Art bekannt sind. 

Alle Arten der crispatum-Gruppe zeichnen sich mit nur einer Aus- 
nahme (Ch. semen-citrulli) dadurch aus, daB der Ascus zylindrische Form 
hat, in dem die Sporen einreihig angeordnet sind. Alle anderen Arten 
haben, soweit bekannt, einen keulenférmigen Ascus mit unregelmaBiger 
Anordnung der Sporen. 

Wahrend im allgemeinen die Farbe der Haare und der Perithecien sehr 
variabel nach Herkiinften und stark von AuBenbedingungen abhangig 
ist — so gibt es von manchen Arten Formen mit grauen, griinlichen und 
selbst roten Haaren! — herrscht bei der murorum-Gruppe die blaue 
Farbe, bei der indicum-Gruppe die schwarze vor. 

Selbstverstandlich kann auch die PeritheciengréBe mit zur Unter- 
scheidung der Arten verwandt werden. In allen Gruppen jedoch kommen 
Arten mit groBen und Arten mit kleinen Perithecien vor; in der awreum- 
Gruppe gibt es nur Arten mit besonders kleinen Perithecien. 

Nicht selten dient auch die Form der Perithecien der Artenunter- 
scheidung. Auch sie ist sehr variabel. AuBerdem gibt es bei manchen 
Arten Herkinfte mit langgestreckten oder mit fast runden Perithecien. 
In der bostrychodes-Gruppe jedoch sind die Perithecien in der Regel 
langgestreckt. 

All die erwihnten Merkmale mit ihrem gehauften bzw. ausschlieB- 
lichen Auftreten in einer Sporengruppe sind aber nichts anderes als ein 
weiterer Beweis fiir die Natiirlichkeit der EHinteilung nach Sporen- 
gruppen. 

Wir konnen also bestimmte fiir einzelne Sporengruppen charakteristische 
Merkmale als eine weitere Bestitigung fiir die Natiirlichkeit unserer Gliede- 
rung der Gattung auffassen. 

Wir glauben daher, unsere zu Anfang gestellte Frage nach den Griinden 
fiir die unterschiedliche Auffassung der Artentrennung in der Gattung 
Chaetomium klar und eindeutig beantwortet zu haben. Die Sporenform 
stellt ein Merkmal dar, welches, obwohl bisher nicht als solches erkannt, 
eine natiirliche Gliederung der Gattung in eine Anzahl von Sporen- 
gruppen gestattet. Ob zwischen diesen Gruppen engere Beziehungen be- 
stehen, bleibt vorerst noch eine offene Frage. Vielleicht kénnen dazu 
solche Untersuchungen wie die von WuITESIDE (1957) weiter fiihren, der 
auf Grund der Ascogonentwicklung bei einigen Arten zu der Feststellung 
gelangt, ,,that the genus may not be the single phylogenetic unit that is 
indicated by the use of one generic name‘. Innerhalb jeder einzelnen 


 Gelegentlich wurden auch Formen — offenbar Mutationen — mit farblosen 
Haaren isoliert. Teils haben solche Herkiinfte normal braune, teils aber auch rétlich 
gefarbte Sporen (z.B. bei Ch. cuniculorum, globosum, murorum). 
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Sporengruppe hat offensichtlich eine ahnliche Entwicklung in bezug auf 
Haarform und Sporengré8e stattgefunden. So stellt z.B. die wndulatum- 
Gruppe durchaus eine Parallelentwicklung zur globosum-Gruppe dar. Die 
ihr in mancher Beziehung sehr ahnliche wndulatum-Gruppe ist durchweg 
durch zartere Haare gekennzeichnet. Auf diese Art und Weise laBt sich 
auch ohne weiteres die von vielen Autoren nicht durchgeftihrte Trennung 
von Arten beider Gruppen verstehen. 


Trotz seinen ausgezeichneten Beobachtungen betont BartnreR wiederholt die 
eroBe Variabilitat und die dadurch bedingte Unbrauchbarkeit von Sporenmerkma- 
len fiir die Unterscheidung der Arten; so schreibt er z.B.: ,,Les spores de tous les 
Chaetomium sont trés irréguliéres comme dimension et comme forme.“ Es ist zu ver- 
muten, daB diesem Urteil allein die zu geringe Zahl von beobachteten Sporen bzw. 
Sporenmessungen noch dazu mit Hilfe eines Ocularmikrometers zugrunde liegt. Die 
Variabilitat der Chaetomiuwm-Sporen kann im Gegenteil geradezu als Musterbeispiel 
fiir eine Normalverteilung hinsichtlich der GréBe bei Pilzsporen iiberhaupt hinge- 
stellt werden. 

Ob die hier dargelegten Ergebnisse tiber eine nattirliche Gliederung 
einer Pilzgattung auch bei anderen Pilzgattungen zutreffen, bleibt abzu- 
warten. Es besteht jedoch Grund zu der Annahme, daB bei entsprechen- 
den Untersuchungen an anderen Gattungen ahnliche Zusammenhange 
gefunden werden. 

Zusammenfassung 


Untersuchungen mit dem Ziel nach einer méglichst nattirlichen Gliede- 
rung der Gattung Chaetomium fihrten zu folgenden Ergebnissen : 

1. Das wichtigste Unterscheidungsmerkmal stellt die Form bzw. die 
Farbe der Sporen dar. Danach 14Bt sich die Gattung in eine Anzahl von 
Sporengruppen einteilen. 

2. Das zweitwichtigste Merkmal ist die Form der Haare. Es ist wahr- 
scheinlich, da8 in fast allen Sporengruppen eine Entwicklung von Arten 
mit einfachen Haaren zu Arten mit Spiralhaaren stattgefunden hat. 
Dies diirfte in den einzelnen Gruppen auf verschiedenen Wegen erreicht 
worden sein. 

3. Als drittwichtigstes Merkmal muB die GréBe der Sporen angesehen 
werden, die in Verbindung mit der Haarform eine eindeutige Charakteri- 
sierung der Arten ermoglicht. 

4. Weitere Merkmale wie Form der Chlamydosporen, Form des Ascus 
und Anordnung der Sporen im Ascus, sowie Farbe, Form und GréBe der 
Perithecien bestitigen durch ihr Auftreten in nur einzelnen Sporen- 

gruppen die Natiirlichkeit der vorgeschlagenen Gruppierung. 


Zum SchluB sei mir gestattet, meiner technischen Assistentin Fraulein E. Meyer 
fiir ihre groBe Hilfe bei der Messung der Sporen und Berechnung der Ellipsen sowie 
dem Diplom-Mathematiker Herrn Sr. Ciaus fiir die wertvollen Ratschlage und 
Hinweise bei der mathematischen Behandlung des Problems herzlichst zu danken. 
Ebenso gebiihrt mein Dank den oben genannten Instituten fiir die Uberlassung von 


Kulturen. 
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‘Induced release’’ of dipicolinic acid (DPA) is a term used to describe 
the release of this compound from bacterial spores by means other than 
normal physiological germination (RopE and FosrEr 1960a). Physiologi- 
cal germination refers to the functioning in germination of specific 
germinants (e.g., inosine, certain amino acids, glucose) recognized as 
metabolites (Hints 1950; Pow Lt 1957). Release of DPA by chemicals 
not ordinarily thought of as metabolites constitutes, therefore, an instance 
of induced release of DPA. 

Information relative to the induced release of DPA from resting bacter- 
ial spores is of significance for an understanding of the nature of these 
specialized cells. Among other things, a surface active agent (surfactant) 
was found to be very effective in inducing the release of DPA from spores 
of Bacillus megaterium during a 3 day period at 4° C. (Rop and FostEr 
1960a). The implications of this finding for the location and mode of 
retention of DPA in the normal spore warranted the study of this 
phenomenon that is reported here. 


Materials and Methods 
Bacteria and Culture Methods 


The cultural procedures and the strain of Bac. megaterium used in the majority 
of experiments were the same as those described elsewhere (RopEand FosTER1960a). 
Several other members of the genus Bacillus used occasionally were from the depart- 
mental stock collection. Stock water suspensions of microscopically clean spores of 
Bac. megaterium were stored at 4° C. and used as required. The spores under these 
conditions remained normal for at least 6 months. Other spore-forming cultures were 
grown on the surface of agar medium in petri dishes for 3—4 days at 30° C. The 
medium consisted of mineral salts supplemented with 0.1°/ glutamic acid, 0.1°/) 
glucose and 0.05°/) Basamin (Anheuser-Busch yeast autolysate); px 7. 


Chemical Procedures 


Extraction, spectrophotometric quantitation and characterization, and paper 
chromatography of DPA were performed according to Perry and Foster (1955) and 
Martin and Foster (1958). Quantitative determinations were made as follows: 
reducing sugars (Forin and MaLmMRos 1929), protein (Lowry, RosmBroucH, Farr 
and RANDALL 1951), hexosamine (ELSON and MorGAN 1933; InmeErs and VAssEUR 
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1950), amino acids (Moorz and Srern 1948), inorganic (ortho) phosphorus and total 
phosphorus (Fiske and Supparow 1925), and calcium (ELL1orr 1952). A de- 
scription and the source of the various surfactants employed in this work is given 
in Table 1. 


Results 


Identification of Ultraviolet-Absorbing Material Released by 
Cationic Surfactants 


Two commercial cationic surfactants, namely, Armeen 12D and 
Armac C (Table 1), were compared with Arquad T, the cationic agent 
previously shown to be effective in 
releasing DPA(RopEand FosTER1960a). 
A suitable water suspension of spores of 
Bac. megaterium in tubes individually 
containing, per ml., 50 ug. of the sur- 
factants (total volume 4 ml.) were shaken 
continuously at 30°C. for 18 hours. 
There was a marked tendency of the 
spores to clump and to adhere to the 
walls of the tubes. After centrifugation, 
the clear supernatant liquids were 
analyzed for absorption in the ultraviolet 
(Fig. 1). The major absorption maximum 


L05 


O95 


ArmeenizZb | 


at 270 mu. the lesser maximum at 
278 mu. and the absorption minima at 
275 mu. and (slight) at 266 my. are typical 
of calcium dipicolinate. The absorbance 
of the supernatant from the control 
water suspension containing no sur- 
factant, but treated in parallel with the 
surfactant tubes, was negligible. The 
residual spores were analyzed for DPA 
by extracting them at 100°C. for 15 min. 

with a volume of water equivalent to the 
His. vat abornin setts original suspension, followed by spectro- 
treating spores of Bae. megaterium for photometry of the extracts (RopE and 
oe a oe FosrErR 1960 a). The extracts of the 
identical with that of the calcium spores previously exposed to the sur- 

chelate of DPA . ote 

factants had optical densities as follows: 
Arquad T spores, 0.034; Armeen 12 D, 0.030; Armac C, 0.027. The 
extract from control spores untreated with a surfactant had an optical 
density of 0.988. It was not shown that the negligible absorption 
obtained from the treated spores was actually due to DPA. 


Optical density (0.2) 
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It is clear that under the conditions employed each of the 3 cationic 
surfactants induced the release of practically all of the DPA of normal 
spores. Microscopic examination of the spores following exposure to the 
surfactants revealed that they were stainable (2 min. exposure to aqueous 
methylene blue). They were definitely refractile when examined with a 
phase contrast microscope, but perhaps not as refractile as normal 
spores. 


Survey of Surfactants for the Property of Inducing Release of 
DPA from Bacterial Spores 


A large variety of commercial surfactants was tested in the same way 
as in the previous experiments. Table 1 describes the products tested. 
Table 2 records the results with two species of bacteria with respect to 
DPA release, clumping of the spores, and stainability after exposure to 
the surfactants. Conclusions derivable from these data are: under the 
standardized conditions of the experiment cationic surfactants were 
uniformly effective inducers of DPA release from Bac. megaterium, but 
only two (Armeen C and Armeen 12 D) were effective with Bac. subtilis. 
The anionic, the non-ionic and the polypeptidic surfactants were uni- 
formly ineffective against both kinds of spores under the conditions of 
the experiment. Clumping of the spores was frequently encountered 
among the cationic agents, but not significantly among the anionic or the 
non-ionic agents. The stainability of the spores with methylene blue also 
was found only in the cationic-treated spores, suggesting a direct relation 
between loss of DPA and stainability. However consistent this relation 
appeared to be in the case of Bac. megaterium, it did not hold for Bac. 
subtilis in the instances where appreciable release of DPA had occurred 
(Table 2). Bac. subtilis and other species of spores are considered further 
in a later section of this paper. 

The optical density of the supernatant liquids at 270 my. was a measure 
of DPA and this compound accounted for practically all of the ultraviolet- 
absorbing material in these liquids. This was shown by obtaining the 
complete ultraviolet absorption spectra of supernatant liquids after 
treating spores with several individual surfactants, namely, Armeen Cand 
Armeen 12D, for both Bac. megaterium and Bac. subtilis, and CTAB, 
CDA and CPB for Bac. megaterium. The spectra were typical of calcium 
dipicolinate (cf. Fig. 1). Additional evidence for an identity with DPA was 
provided by the demonstration that the ultraviolet-absorbing material in 
the supernatant liquids was not extractable by ethyl ether at neutral 
pu values but readily so at px 1.8. This was done with the absorbing 
material released from spores by Arquad T and by CTAB at 50° C. for 
1 hour, by water at 100°C. for 15 min. and by authentic DPA. These 
experiments also established that the amount of non-dipicolinic acid 
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Table 1. Surface Active Agents Studied in Table 2 


Trade name 


Chemical nature 


Type 


Manufacturer* 


Arquad T-2C 


Arquad 8-2C 


Arquad § 
Arquad C 


Arquad T 


Arquad 2C 


Hyamine 1622 


Hyamine 2389 


Ammonyx T 


Armac § 


Armac CD 
Armac C 


Armeen 8 
Armeen © 
Armeen 14D 
Armeen 12D 


Purasan DC 


Purasan AD 


Quarternary ammonium com- 
pound 

Quarternary ammonium com- 
pound (soyatrimethyl and di- 
cocodimethyl ammonium 
chloride) 

Quarternary ammonium com- 
pound 

Quarternary ammonium com- 
pound 

Quarternary ammonium com- 
pound (tallow trimethyl 
ammonium chloride) 
Quarternary ammonium com- 
pound 

Quarternary ammonium com- 
pound (Diisobutyl [p-tert. octyl] 


phenoxy ethoxy ethyl dimethyl- 


benzyl ammonium chloride) 
Quarternary ammonium com- 
pound (alkyl [C,H,, to C,;H;,] 
tolyl methyl trimethyl ammo- 
nium chloride) 

Quarternary ammonium com- 
pound (a mixture of alkyl-di- 
methyl benzyl ammonium 
chloride wherein alkyl group 
has about 16 carbon atoms) 
Aliphatic (fatty) amine (soy 
amine acetate) 

Aliphatic (fatty) amine 
Aliphatic (fatty) amine (coco 
amine acetate) 

Aliphatic (fatty) amine (soy 
amine, technical) 

Aliphatic (fatty) amine (coco 
amine, technical) 

Aliphatic (fatty) amine (tetra- 
decylamine) 

Aliphatic (fatty) amine (do- 
decylamine) 

Quarternary ammonium com- 
pound (alkyl dimethyl 3,4 di- 
chlorobenzyl ammonium chlo- 
ride) 

Quarternary ammonium com- 
pound alkyl [C,H,, to C,,H,,] 
dimethyl benzyl ammonium 
chloride 


Cationic 


Cationic 


Cationic 


Cationic 


Cationic 


Cationic 


Cationic 


Cationic 


Cationic 


Cationic 


Cationic 
Cationic 


Cationic 


Cationic 


Cationic 


Cationic 


Cationic 


Cationic 


Armour 


Armour 


Armour 
Armour 


Armour 


Armour 


Rohm and Haas 


Rohm and Haas 


Onyx 


Armour 


Armour 
Armour 


Armour 
Armour 
Armour 
Armour 


Gallowhurs 


Gallowhurs 
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Roccal 


CTAB 
CPB 
CDA 


Santomerse 3 


Areskap 100 


Duponol 


Triton X-200 
Triton X-301 
Tamol N 
Triton X-45 
Triton X-100 


Triton X-102 
Triton WR-1339 


Sterox CD 
Sterox SK 
Sterox 5 
Sterox 6 
Tween 80 


Ethofat 142/20 
Ethofat 242/25 
Aerosporin 


Subtilin 
Bacitracin 


Quarternary ammonium com- 
pound (alkyl dimethyl benzyl 
ammonium chloride) 
Cetyltrimethyl ammonium 
bromide 

Cetylpyridinium bromide 


Cetyldimethylamine 


Sulfonated aromatic hydro- 
carbon (sodium dodecyl] ben- 
zene sulfonate) 

Sulfonated aromatic hydro- 
carbon 

Sodium lauryl sulfate (sodium 
salt of sulfuric acid ester of 
lauryl alcohol) 

Sodium salt of an alkyl aryl 
polyether sulfonate 

Sodium salt of an alkyl aryl 
polyether sulfate 

Sodium salt of a condensed 
sulfonic acid 

An octyl phenoxy polyethoxy 
ethanol 

Tso-octyl phenoxy polyethoxy 
ethanol 

An alkyl aryl polyether alcohol 
Polymeric alkyl aryl polyether 
alcohol 

Polyoxyethylene compound 
Polyoxyethylene compound 
Polyoxyethylene compound. 
Polyoxyethylene compound 
Condensation product of 
ethylene oxide and sorbitan 
monooleate 


Polymyxin, polypeptide 


Subtilin, polypeptide 
Bacitracin, polypeptide 


Cationic 


Cationic 


Cationic 


Cationic 


Anionic 


Anionic 


Anionic 


Anionic 
Anionic 
Anionic 
Non-ionic 
Non-ionic 


Non-ionic 
Non-ionic 


Non-ionic 
Non-ionic 
Non-ionic 
Non-ionic 
Non-ionic 


Non-ionic 
Non-ionic 
Antibiotic 


Antibiotic 
Antibiotic 


| 


| Winthrop 


Matheson, Cole- 
man and Bell 
Matheson, Cole- 
man and Bell 
Matheson, Cole- 
man and Bell 
Monsanto 


Monsanto 


Dupont 


Rohm and Haas 
Rohm and Haas 
Rohm and Haas 
Rohm and Haas 
Rohm and Haas 


Rohm and Haas 
Rohm and Haas 


Monsanto 
Monsanto 
Monsanto 
Monsanto 
Atlas 


Armour 
Armour 
Burroughs 
Wellcome 
Merck 
Commercial 
Solvents 


* Addresses: Armour Chemicals Division, Chicago 9, Illinois; Rohm and Haas 


Inc., Philadelphia 5, Pennsylvania; 
Gallowhurs Chemical Corp., 
c., New York 18, 


Jersey ; 


tories, Division of Sterling Drug, In 
and Bell, East Rutherford, New Jersey; 
souri; Dupont, Wilmington, Delaware; Atlas 
Burroughs Wellcome and Co., Inc., Tuckahoe, 
Rahway, New Jersey; Commercial Solvents Corporati 


Onyx Oil and Chemical Co., Jersey City, New 
New York 17, New York; Winthrop Labora- 
New York; Matheson, Coleman 
Monsanto Chemical Co., St. Louis, Mis- 
Powder Co., Wilmington, Delaware; 
New York; Merck Sharp and Dohme, 
on, Terra Haute, Indiana. 
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Table 2. Dipicolinic Acid Release from Spores of B. megaterium and B. subtilis 
induced by Surface Active Agents 


Bac. megaterium spores Bac. subtilis spores 


ive agent* Optical Stain- OP th ca) ._, | Stain- 
Ae Ce pier sGensitye* | clumping | gpiity+ consitye)) | Cmmpina | anenteys 
= eter ey Os 8s A ee ee ee 
CATIONIC 
Arquad T-2C 0.340 ++ 0.081 f= 
Arquad 8-2C 0.303 aa 0.054 | — 
Arquad § 0.304 ++ + 0.069. | — 
Arquad C 0.308 +4445 0.072 ++++ 
Arquad T 0.275 ++ | 0.088 _ 
Arquad 2C 0.260 | + / 0.045 | — | 
Hyamine 1622 0.168 ++++ + 0.001 } thd 
Hyamine 2389 0.117 +4+4++ 0.018%) | ++++ 
Ammonyx T 0.292 = = 0.027 | — 
Armac 8 0.026% ++ a O.024i68 |) — 
Armac CD 0.263 +++ For 0.095 | ++++ 
Armac C 0.232 |b | 0.067 | ++++ 
Armeen S4 0.351 | — 0.057. | — — 
Armeen C* 0.348 | — 0.1986 | — = 
Armeen 14D4 0.353 | — | 0.063 — 
Armeen 12D4 0.345 | — ; + 0.215 | — _ 
Purasan DC 0.251. |. ++ 0.022). | — 
Purasan AD 0.310 | ++++ |] + 0.055 +4+4++ 
Roccal 0.314 = +4++4++4+ + 0.051 +++4+ 
CTAB 0.301 | ++++ b hence 
CPB4 Q.194. if ise eat tes 
CDA* 0.320 | ++++ 


* Final concentration, 250 wg. per ml.of spore suspension. Tubes shaken 16 hours 
at 30° C. See Table 1 for description and source of the agents used. 


** Measured on supernatant liquid after centrifugation. 


1The degree of clumping was estimated macroscopically: ++++ is complete, 
++ is partial, + is slight, -- is very slight, — is no clumping. 

* + indicates that after exposure to the surfactants spores were stained by treat- 
ment of heat fixed smears on a glass slide with 1°/, aqueous methylene blue for 


2 min.at room temperature. The slides were examined microscopically after removal 
of excess stain with deionized water. 


5 This apparent exception (low value) may be spurious. The spores recovered by 
centrifugation were analyzed for residual DPA (O.D. of supernatant after heating in 
water 15 min.at 100° C.) and found to have a negligible content of DPA.Compare 
with heated water control in Table 2. 


4 These compounds were not completely soluble in water, therefore the actual 
concentration was considerably less than 250 «g./ml. 


° Control solutions of these agents had very high optical densities at 270 mu.mak- 
ing it impossible to assign a value to released DPA. 


° These supernatant liquids were opalescent, probably accounting for the high 
optical density, but the absorption spectra were not indicative of DPA. 
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Table 2 (continued) 
Bac. megaterium spores Bac. subtilis spores 
Surface active agent * aaa € ¢ Stain. |. optical i 
Seneiers, | Cismptns*|apaity|] emaity™ | clumping’ | eines 
ANIONIC 
Santomerse 3 0.033 ~ 0.028 - 
Areskap 100 . = - 
Duponol 0.057 =— - 0.051 — 
Triton X-200 0.048 - 0.029 - 
Triton X-301 0.046 — 0.034 — 
Tamol N - + - 
NON-IONIC 
Triton X-45 0.000 + 0.002 -- 
Triton X-100 0.050 = — 0.031 
Triton X-102 0.048 = 0.041 - 
Triton WR-1339 0.045 “+E -k 0.033 - 
Sterox CD 0.036 - - 0.008 _ 
Sterox SK 0.040 + 0.022 -- 
Sterox 5 0.053 + _ 0.042 — 
Sterox 6 0.045 + 0.032 - 
Tween 80 0.055 + —- 0.035 —_ 
Ethofat 142/20 0.295 oo - 0.282 | — - 
Ethofat 242/25 0.0578 + - 0.038 -- - 
ANTIBIOTICS 
Polymyxin 0.062 +4+4+4+ 0.058 ++++ 
Subtilin 0.007 - 0.000 ar apar se 
Bacitracin 0.067 + 0.047 ~ 
CONTROLS 
Water 0.045 + -- 0.024. — — 
Water(i5minat100°C)| 0.352 - 0.218 — - 
Table 3. Ry Values of Ultraviolet-Absorbing Material Released from Spores of 


B. megaterium 


Ry values, solvents 


Material released Ether: formic Butanol: methanol: Na,HPO, (5°/o): 
from spores by acid: water acetic acid: iso-amyl 
(40:3 : 2) water (3 :1:1:1) alcohol (5 : 3) 
Arquad T, 1 hour at 50° C. 0.44 0.40 0.83 
CTAB, 1 hour at 50° C. 0.48 0.46 0.83 
Water, 15 min at 100° C. 0.49 0.51 0.83 
Authentic DPA 0.50 0.48 0.83 


ultra-violet-absorbing material released by the surfactants was negligible. 
Therefore, measurement of the optical density at 270 my. is a satisfactory 
measure of the amount of DPA in supernatant liquids and extracts of the 
types described above. 

The ether extracts were chromatographed on Whatman no.! filter 
paper in three different solvent systems. Spots of absorbing material were 


Optical density (0D) 


0.80 


Ss 
S 
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located by illumination with ultraviolet light in a dark room. The Re 
values (Table 3) show identity of the extracted material with authentic 
DPA in the isoamy] alcohol solvent, and good agreement in the other two 
solvent systems, except for a deviation in the case of the Arquad T 
extract. This could have been caused by overloading the paper, as well as 

by chelation effects (Martin and FosTER 


de 1958). Each of the 12 ultra-violet- 
l absorbing spots, (Arquad T, CTAB, hot 


water extracts and authentic DPA on 
the 3 chromatograms) was cut out, eluted 
in 4ml. of water and analyzed spectro- 
photometrically. The spectra were in- 
distinguishable, and the four chosen for 
illustration (Fig.2) are typical ofthe metal 
chelate of DPA, the metal being derived 
from the filterpaper used in the chroma- 

(0°) }  \\ 77 \\ tography. The absorption maximum at 
f aba al } 278 my. was eliminated and the spectrum 


Authentic 
DPA A 


asof_A——f 1 \ \ fo of free- DPA ébtained (Mazinrvand 


Foster 1958) by addition of a small 
amount of ethylenediamine tetraacetate 
to sequester the metal. 


Water (100° ! 


50|\f— Lf 
Arquad-7(50°C) | Isolation of Pure Crystalline DPA 


te za ee hea A thick suspension of spores of Bac. 
Fig. 2. Ultraviolet absorption spectra of TRG UR a treated, <attith jaGaRAB 
material released from spores of Bac. SOlution (500 ug./ml.) at 50° C. until the 
megaterium by surfactants and by water maximal amount of ultra-violet-absorbing 
and purified by paper chromatography. : $ . 
Authentic DPAis included asareference material was released. Following centri- 
fugation the supernatant liquid was 
made slightly alkaline and extracted thoroughly with ethyl ether. 
The water phase was then acidified by the addition of 0.5 ml. of 
6 N H,SO, and re-extracted with 3 successive volumes of ether. The 
latter extracts were allowed to evaporate, the residue taken up in 
0.5 ml. of water, and concentrated to a volume of 0.1 ml. Crystals 
developed upon standing a short time in a refrigerator. They were 
harvested on a glass filter, and dried for one half hour at 110° C. 
The melting point of these crystals, of authentic purified DPA, and 
of a mixture of the two was in each case 236°C. The ultraviolet 
absorption spectra of the two crystalline materials dissolved in water 
were identical. Therefore, the ultraviolet-absorbing material released 
from the spores by the surfactant treatment may with confidence be 
regarded as DPA. 
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Rate of DPA Release Induced by Arquad T at 30° C. 


Spores of Bac. megateriwm in water suspension in a series of tubes were 
supplemented with Arquad T, final concentation = 31 wg. per ml. The 
tubes were placed on a mechanical shaker at 30°C.; individual tubes 
were removed at intervals, the spores centrifuged, and the clear super- 
natant liquid measured for optical density at 270 my. The centrifuged 
spores were resuspended in 
the original volume of 77 ae 
water and heated at 100°C. | 
for 15 min. to extract the 
residual spore DPA. The 
optical density of these 
supernatant liquids at 
270 mu. was likewise meas- 
ured. 

Fig.3 shows that practi- 
cally all of the DPA was 
released in the first 1.5 hours 
and that the release was 0 


proportional to the du- 
: : ° Fig. 3. Dipicolinic acid in the supernatant liquid and in 
ration of shaking at 30° C. the spores of Bac. megaterium after exposure to Arquad T 


Small amounts of ultra- for different time periods 
violet-absorbing material 

were released at alow but steady rate after the major portion of the DPA 
had been liberated. The presence of DPA in the supernatant liquid is re- 
flected by the corresponding reduction in the residual DPA in the spores. 


supernatant 


OD. af: 270m 
S 
S 


\ vesiaal /n spores 


a ll 
a eee 


0 / 2 J hours Ie 


Some Properties of Spores Pretreated with Surfactants 


Tendency to clump. This was examined most closely in the case 
of spores treated with Arquad T or CTAB. Sarton (1951) described a 
similar agglutination of Staphylococcus aureus cells by CTAB. The 
clumping of the spores was very marked under certain conditions. 
usually being more pronounced in the more dilute solutions of surfactants. 
In more concentrated solutions, it was reduced or even absent. The 
stickiness or agglutinability of the spores was, in cases, very marked, as 
evidenced by the tenacious adherence of the spores to glass surfaces 
(including glass microscope slides, on which the spores failed to exhibit 
Brownian motion in wet mount preparations) as well as to other spores. 
In a limited study, attempts were made to reverse this striking change 
in the surface property of the spores brought about by the cationic 
agents. These included subsequent treatment with a non-ionic or an 
anionic surfactant (Tween 80 and Santomerse 3, respectively), and by 
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manipulation of the py of the solution. None of these attempts 
succeeded in dispersing the clumped spores. 

Change in optical density. PowEt (1950, 1951) showed that ger- 
mination of bacterial spores is accompanied by a decrease in their 
refractive index; the increase in transmission of visible light through 
a suspension can be employed as a measure of germination. A similar 
increase in light transmission was observed in a suspension of Bac. 
megaterium spores during exposure to surfactants. Fig.4 shows the 
results obtained with a concentration of 
Arquad T sufficiently high to preclude 
clumping, namely, 1 mg./ml. The opacity 
of the spore suspension decreased for 
35 min., with no further change thereafter. 


£ bask No significant change took place in the 
S control suspension in water. 

2720 Staining characteristics. Arquad 
AN T-treated spores which had lost all of 


110 


their DPA stained readily with methylene 
blue, malachite green, safranin or gentian 
violet (Fig.5). Normal, untreated spores 


woo} “4 : did not stain under the same conditions 


hours = 2 . 
é except in a barely detectable surface zone. 
Fig. 4 


chasiue tn lanatepiok suaneumcee of Ref ractility. Normal resting spores of 
spores of Bac. megaterium in water Bac. megatertwum when viewed in the dark 
only and in water containing the C 3 
serthathrtaraéed E! or the bright contrast phase microscope 
displayed the usual high refractility. The 
Arquad 'T-treated spores had definitely retained their refractility; 
although they were possibly less refractile than the treated spores 
(Fig.5), they were certainly more so than germinated spores. 


Factors Influencing Induced Release of DPA by Surfactants 


Concentration of cationic agents. Figs.6 and 7 show the in- 
fluence of Arquad T concentration on DPA release from spores of Bac. 
megaterium. Fig.6 applies to an experiment in which DPA was deter- 
mined after 16 hrs. incubation at 30° C.; during that time 10 yg./ml. 
effected the release of about 30°/, of the spore DPA, while all of it was 
released by concentrations of 30 ug. or more. This is substantiated by the 
results of an experiment at 50° C. (Fig.7), demonstrating equal effecti- 
veness of 25 and 100 ug./ml. It has, however, been observed that com- 
plete release of DPA from more concentrated spore suspensions requires 
higher Arquad T concentrations. 

Time and Temperature. Figs.3, 7, and 8 show the release of DPA 
as a function of time and temperature. It will be seen that with optimum 
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Arquad T concentrations the release is virtually complete in 90 mins. at 
30°, or in 30 mins. at 50° C. (Figs.3 and 7). With a suboptimal concen- 
tration the release is very slow at 26°, incomplete after 2 hrs. at 37°, but 
complete after 1 hr. at 55° C. (Fig.8). Although here no release was found 


D 


Fig. 5. Photomicrographs of spores of Bac. megaterium, 2500x. A Normal spores stained with 

aqueous gentian violet for 2 minutes. B Spores treated with the surfactant Arquad T' and stained 

with gentian violet. C Normal spores photographed under dark contrast phase illumination. 
D Spores treated with Arquad T and photograped under dark contrast phase illumination 


even after 20 hrs. at 4°C., higher concentrations (500 ug./ml.) have been 
shown to be effective at this temperature over a 3-day period. (RODE 


and Foster 1960a.) 
pu. Based on the work of BAKER, Harrison and MILuer (1941), the 


ineffectiveness of the anionic and the nonionic surfactants in inducing 
release of DPA (Table 2) was thought to relate to the px prevailing in 
those tests. In all the previous experiments the px of the solutions was 
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unadjusted. Hence, Arquad T, CTAB, Tween 80, Na lauryl sulfate, each 
at 100 ug./ml., and a water control, were compared for effectiveness at 
different px values adjusted by addition of HCl or NaOH. The spores 
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Fig. 6. Release of DPA fromspores of Bac. 
megaterium as a function of concentration 
of the surfactant Arquad T. The curve 
indicates the DPA in the supernatant 
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Fig. 7. Rates of release of DPA from spores of 

Bac. megaterium by different concentrations of 

the surfactant Arquad T. The curves indicate the 
DPA in the supernatant liquids 


were shaken for 21 hours at 30°C., 
centrifuged, and the supernatant liquid 
adjusted to py 7.0 + 0.1 with M/t1 
phosphate buffer before determining the 
DPA contents. Fig.9 shows that px exer- 
ted a striking effect on the cationic and 
anionic surfactants (CTAB and Na lauryl 
sulfate, respectively) but was without 
effect on the non-ionic agent (Tween 80) 
or water. The cationic surfactants were 
relatively ineffective below py 4; the 
anionic surfactant was relatively ineffec- 
tive above px 4. The ultraviolet-absorbing 
material released by Na lauryl sulfate 
at po 2.5 was shown to be DPA. 

In the case of cationic surfactants, e.g., 
Arquad T, DPA was found to be released 
25 to 50°/, faster at py 11 than at px 6.3. 


Vig. 8. DPA release from spores of Bac. megaterium at different temperatures by the 
surfactant Arquad T. The curves indicate the DPA content of the supernatant liquids 
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Four other anionic surfactants, namely, Santomerse 3, Areskap 100, 
Triton X-200, and Tamol N, were tested at various py levels but none 
induced DPA release from spores of Bac. megateriwm at any px tested. 

Other substances. Since physiological germination is accompanied 
by DPA release (PoWELL and STRANGE 1953), metabolite germinants 
were tested for their ability to induce release of DPA from spores of 
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Fig. 9. DPA release from spores of Bac. megateriwm by various surfactants at different px values. The 
curves indicate the DPA content of the supernatant liquids 


B. megateriwum under conditions where physiological germination was 
excluded. L-alanine, adenosine, inosine and glucose were tested over a wide 
range of concentrations at 50° C. The results were uniformly negative. 


Induced Release of DPA from Various Species of Bacteria 


Bacillus species. Two cationic agents (CTAB, Arquad T), one 
anionic agent (Na lauryl sulfate at px 1.7), and one non-ionic agent 
(Tween 80) were tested for their ability to release DPA from washed 
spores of the following species: Bacillus crereus var. mycoides A6, 
Bacillus cereus, Bacillus subtilis var. niger, Bacillus pumilus, Bacillus 
cereus var. terminalis, Bacillus megateriwm, Bacillus subtilis var. aterrumus, 
Bacillus licheniformis, Bacillus stearothermophilus 1518. The cationic 
and the anionic agents were effective in releasing DPA from each of the 
species tested; the non-ionic agent was ineffective. 

Clostridium botulinum. Spores of this organism were produced in 
a liquid complex medium incubated 10 days at 37° C. A suspension of 
washed spores was obtained as described earlier and used for DPA 
release studies with CTAB and Na lauryl sulfate, at pu 7.0 and 2.7, 
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respectively. The concentration of surfactant was 250 ug. per ml. and 
the suspensions were treated at temperatures from 40° to 100 °C for 
10 min. to 2 hours. Control water suspensions of spores of Cl. botulinum 
were run in parallel with each treatment. Results of a typical experiment 
at 80°C. are presented in Fig.10. Both the anionic and the cationic 
agents were effective in releasing 

DPA from the spores of the anaerobic hp 
bacterium, the former agent being era Chat = S| 
the more effective under the con- 

ditions of the experiment. The ultra- 

violet absorption spectrum of the gj 
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Fig. 10 Fig. 11 
Fig. 10. DPA release from spores of Clostridium botulinum at 80° C. by an anionic and a cationic 
surfactant (Na lauryl sulfate and CTAB, respectively, at 250 wg./ml.). The curves indicate the DPA 
content of the supernatant liquids 


Fig. 11. Counteraction by various concentrations of CaCl, of DPA release from spores of Bac. 
megaterium by the surfactant Arquad T. The curve indicates the DPA content of the supernatant liquid 


clear supernatant liquids from the surfactant treatments indicated that 
the material extracted was actually DPA (calcium chelate). 

Putrefactive anaerobe No. 3679. This anaerobe is of special 
interest to the food microbiologist. All of the DPA was released from 
spores of this organism by exposure to CTAB (250 g./ml.) for 15 min. 
at, 60° C. Comparable treatments of control suspensions in water released 
no DPA. The ultraviolet absorption spectrum of the clear supernatant 
liquids was that of DPA (calcium chelate). 

Counteraction by inorganic salts. As shown by the py studies, 
the environment may be critical for a potentially effective surfactant. 
Inorganic cations are known to interfere with the surface activity of 
cationic agents (ARMSTRONG 1958) and those tested in the DPA release 
system, namely, CaCl,, MgCl,, MnCl,, NaCl or KCl, at concentrations of 
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M/2, completely prevented DPA release by CTAB. Typical data for one 
salt are presented in Fig. 11. 


Viability Studies on Spores Treated with Surfactants 


Concentration of Arquad T inhibitory to colony formation 
by normal untreated spores. Arquad T was added in graded quan- 
tities to a series of tubes containing small identical numbers of spores. 
Immediately after mixing, 0.1 ml. of the suspension was spread on the 
surface of the agar plate recovery medium. The plates were then in- 
cubated at 30° C. overnight and the resulting colonies counted. This 
experiment indicated that, whereas 1,000ug. of Arquad T per ml. of 
suspension resulted in recovery of only 5.2°/, of the spores, concentrations 
of 100 wg. or less per ml. did not measurably reduce the colony count as 
compared to the control which had received no Arquad T. 

Heat resistance of Arquad T-treated spores. Spores were 
treated with various concentrations of Arquad T for 17 hours at 30° C., 
centrifuged, resuspended in water, and heated at 60°C. for 15 min. 
Survivors were determined by plate counts. The majority of the spores 
proved to be heat labile following pretreatment with as little as 62.5 ug. 
of Arquad T per ml. of suspension. However, the possibility had to be 
considered that the surfactant was adsorbed on the spores (SALTON 1951, 
1957) and that the subsequent heat treatment was not actually conducted 
in the absence of the surfactant as intended. 

Neutralization of toxicity of Arquad T. Several substances 
(BAKER, Harrison, MILLER and WEXLER 1941) were tested for their 
ability to neutralize the toxicity of Arquad T as measured by recovery 
plating experiments. Cephalin was best, lecithin and Na lauryl sulfate 
being less effective. Suitable experiments indicated that the addition 
of cephalin to a spore suspension containing Arquad T prior to plating 
or prior to heating effectively neutralized any free or adsorbed Arquad T 
and permitted practically complete recovery of the spores. Table 4 
reveals that where cephalin was added the spores survived the heat 
treatment. This means that the spores were not rendered heat labile by 
exposure to Arquad T; the low recovery in the absence of cephalin 
means that the combination of Arquad T and 60°C. for 15 min. was 
lethal for the spores of Bac. megaterium. It is clear that recovery of 
spores necessitates neutralization of residual adsorbed surfactants. 

Numbers of experiments were performed to determine whether a 
treatment with Arquad T could cause the spores to lose their heat 
resistance and yet retain viability as judged by colony formation. 
Cephalin neutralization of the Arquad T made such experiments feasible. 
Employment of very low concentrations of Arquad T for relatively long 
periods at low temperatures gave results consistently indicating that all 
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of the spores that were viable following Arquad T treatment were heat 
resistant. Similar results were obtained when the experiments were 
performed in M/20 phosphate buffer or in a hypertonic solution of 


Table 4. Cephalin Neutralization of the Toxicity of Arquad T for Spores of 
B. megaterium* 


Duration of Plate colony counts 7 
ee Suspension unheated = | Suspension heated 
hours No cephalin Cephalin No cephalin Cephalin 

0 2570 | 2580 176 2720 
1 2140 2470 39 2620 
2 1920 2640 62 2390 
4 1760 2390 52 2340 
6 1500 2430 73 2150 


1 


* Arquad T concentration was 10 wg. per ml. Temperature, 26° C. Cephalin was 
added to the test suspensions after the indicated periods of exposure to Arquad T. 
Final concentration of cephalin was 1.7 mg./ml. In the zero time controls the cephalin 
was added to the spores prior to the addition of the Arquad T. Pasteurization con- 
ditions, 15 min. at 60° C. 
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Fig. 12. Loss of viability of spores of Bac. megaterium during heating at various temperatures in the 
absence and presence of Arquad T (10 g./ml.). —~--— No ARQUAD T; ARQUAD T 


sucrose. Thus, the loss of DPA induced by treatment with Arquad T 
goes hand in hand with the loss of viability. 

Rate of viability loss caused by Arquad T at various tem- 
peratures. The interference by Arquad T with the growth and colony 
formation by spores that had survived pretreatment with that surfactant 
was eliminated by the addition of 1.67 mg. of cephalin per ml. of suspen- 
sion after exposure to Arquad T. This neutralized excess free Arquad T. 
The family of curves in Fig. 12 shows the survivors as a function of time 
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after heating in the presence of Arquad T at different temperatures. 
At each temperature the presence of 10 ug. of Arquad T per ml. accelerated 
strikingly the loss of spore viability. Other controls run in this experi- 
ment demonstrated that spores exposed to Arquad T at 4° C. and at 
26° C. suffered no measurable loss of viability in 60 min. 

The most important conclusion obtained from this experiment is that 
a temperature and a concentration of Arquad T which separately were 
nonlethal for spores of Bac. megateriwm were in combination strikingly 
lethal. A pronounced 
chemical potentiation of gq 


ungerminated 
the lethal effect of heat Oo. || Se i 


was thereby achieved. 7 soa aac 9 oa oll 
Effect of Arquad T pregermnared spores 
on pregerminated / 


spores. As mentioned 
above, it has not been 
possible fully to stimulate 
germination merely by 
the release of DPA with 


Survivors 
SS 


5 i 0 3, 

Arquad T. This requires, ~0 10 20 30 minutes 40 
of course : the conversion Fig. 13. Loss of viability of pregerminated and of ungermi- 
nated spores of Bac. megateriwm in the presence and 
of normal spores to heat absence of Arquad T at 4°C. —-—-No ARQUADT, 


ARQUAD T (10 wg./ml.) 


sensitive viable cells. It 
is possible, nevertheless, 
that the induced loss of DPA actually does “convert” a resistant spore to 
a nonresistant one for which residual Arquad T is subsequently lethal. 

A model system was employed to ascertain the likelihood of such 
converted spores surviving the test system. The assumption was made 
that converted spores are analogous to physiologically germinated 
spores, i.e., those that have lost heat resistance but have not made out- 
growth (CAMPBELL 1957). Spores of Bac. megateriwm were physiologi- 
cally germinated for 2 hours at 30°C. in a solution containing 0.5°/, yeast 
extract and 2°/, glucose, px 7.0. The germinated spores were non- 
refractile, stainable, and killed by heating at 60° C. for 20 min. Aliquots 
of these spores were treated with Arquad T at 4° C.; normal ungerminated 
spores were run in parallel. At the time intervals depicted in Fig. 13, 
cephalin was added to neutralize residual Arquad T, and plate counts 
were made on the suspensions. Fig.13 shows that the pregerminated 
spores were very rapidly killed by Arquad T even at 4° C., whereas the 
ungerminated spores were not killed. This experiment suggests that if 
converted spores are analogous to germinated spores by virtue of loss 
of DPA, their hypersensitivity to Arquad T precludes recovery of 
colonies on plates even when the residual Arquad T is neutralized. 

6* 
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As shown in Figs.6, 7 and 8, the Arquad T treatments required to 
induce DPA release are more rigorous than those which prevent out- 
growth of germinated spores. 

Relation between loss of viability and loss of DPA. The loss 
of spore viability caused by Arquad T occurred at a considerably greater 

rate than the release of 
1 Nie “4 DPA (Fig. 14). Cephalin was 
ew GEIL ay eo + employed to neutralize 
excess Arquad T. It is very 
unlikely that viable spores 
devoid of DPA as a con- 
sequence of exposure to 
Arquad T can be recovered 
from such preparations. 


50 


spore DPA 
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Fig. 15. Adsorption of C**-labeled CTAB by spores of nois. A series of tubes each 
Bac. megaterium and release of DPA 


Corporation, Chicago, Illi- 


containing 5 ml.of a water 
suspension of spores of Bac. megaterium (108/ml.) received graded levels 
of unlabeled CTAB and a constant amount of radioactive CTAB. The 
tubes were placed in a 50° C. water bath for 1 hour, then cooled and 
centrifuged, and the clear supernatant liquids analyzed for both radio- 
activity and DPA. From the known specific radioactivity of the CTAB 
initially present in each tube it was possible to calculate the pg. of CTAB 
that had been adsorbed. Fig. 15 shows that the spores definitely adsorbed 
CTAB in amounts proportional to the initial concentration of CTAB. 
Under these conditions 20 ug. of CTAB per ml. were required for maximal 
release of DPA. Suitable controls revealed that a small percentage of 
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CTAB disappeared from solutions in the absence of spores, presumably 
by adsorption on the tube itself. Since conditions were constant within 
the series, no correction was made for this factor. 

Adsorption of CTAB and DPA release. The relation between 
the rates of adsorption of CTAB and release of DPA was determined. 
A series of tubes each containing 10° spores and 20.7 ug. of C1+-labeled 
CTAB was held at 50° C. and individual tubes analyzed periodically. 
Fig. 16 reveals that the major part of the CTAB adsorbed was adsorbed 


almost instantaneously. 'The minor 
fraction, approximately 30°/,, was 
adsorbed slowly over the next 
15 min. period beyond which ad- 
ditional adsorption did not take 
place. Fig.16 also reveals that the 
release of DPA from the spores 
was appreciably slower than the 
adsorption of CTAB. For example, 
at the time (10 min.) that 90°/) of 
the adsorbed CTAB had already 
been taken up by the spores, less 
than 10°/, of the total DPA had 
been released. The release took 
place steadily after the CTAB had 
been adsorbed. 
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Rates of adsorption of C'‘-labeled CTAB by 
spores of Bac.megaterium and release of DPA 


Table 5. The Effect of Pre-Adsorption of CTAB by Spores of B. megaterium on the 
Subsequent Release of Dipicolinic Acid 


Pre-adsorption at 50° C. 


Secondary exposure to 
50° C. for 60 minutes 


Treatment 


Analysis of 
supernatant liquids 


Analysis of 
supernatant liquids 


Minutes 


Spores in CTAB* 


5 
10 
10 


Spores in water 


CTAB Spore DPA CTAB Spore DPA 
adsorbed released adsorbed released 
*lo "lo lo *lo 
51 0 3.3 31 
56 0 3.4 33 
60 2.6 3.3 45 
56 8.3 3.9 56 
BA 0 — 0 


* 108 spores and 20.7 yg. of CTAB-C" per ml. Following pre-adsorption, the spores 
were centrifuged and resuspended in water for the secondary exposure. 


It had previously been shown that at 4° C. DPA was not released in 


24 hours by cationic surfactants. It was also possible to show that ad- 


sorption of the surfactant was very rapid at 4° C. These observations 
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suggested the possibility that after a pre-adsorption of CTAB at a low 
temperature, the excess CTAB in the supernatant liquid might be 
removed by centrifugation after which DPA release from the spores 
might be achieved by elevating the temperature to 50° C. This possi- 
bility was tested experimentally, but with essentially no release of DPA. 
Thus, the CTAB pre-adsorbed at 
4°C. was insufficient to release the 
DPA in subsequent heating; also, 
the excess CTAB in the supernatant 
liquid apparently plays a role in 
the release. On the other hand, 
rapid pre-adsorption of CTAB at 
50°C. for 10 min., followed by 
removal of the excess CTAB and 
secondary heating at 50°C. for 
1 hour, resulted in release of the 


| Diprcolinic 
| Acid 


Ninhyarin | 
untyarolyzed, 


major portion of the spore DPA 

on tet (Table 5). Thus, preadsorption of 
Whee CTAB at 50° C., but not at 4°C., 
led to subsequent release of DPA at 
50° C. A small fraction of the pre- 
| adsorbed CTAB was released during 
the secondary exposure to 50°C. 


Hexosomine - 
hyorolyzed | Induced Release of Other Spore 


! constituents by CTAB 


| | Ninhydrin-positive materi- 


le 40 minutes 60  ajs.The release of DPA from spores 
Fig.17. CTAB-induced release of soluble — Hysinlosical, cerminsta 
constituents from spores of Bac. megaterium during phystologica germination 


is accompanied by the release of a 
nondialyzable hexosamine-containing mucopeptide, amino acids, and 
peptides (PowELL and STRANGE 1953). Most of the nondialyzable peptide 
also appears in the supernatant liquid of mechanically disrupted resting 
spores (STRANGE and Dark 1956). Similar materials were found to be 
released along with DPA during treatment of spores of Bac. megaterium 
with surfactant agents. A suspension of spores was distributed in a 
series of tubes containing CTAB (400 ywg./ml. final concentration), and 
held at 40°C. A different tube was analyzed after different exposure 
times. 'The centrifuged supernatant liquids were analyzed for ninhydrin- 
reacting materials before and after hydrolysis for 16 hours in 6 n HCl 
at 108° C. The HCl-free hydrolysates were also analyzed for hexosamines. 
From Fig.17 it is evident that ninhydrin-positive material was released 
rapidly from the spores by CTAB, the release being complete in 1 hour. 
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The data in Fig.17 suggest that the various fractions were released at 
different rates, descending in the following order: (1) free amino acids 
and/or small peptides, (2) DPA and higher molecular weight polypeptides, 
and (3) mucopeptides. This suggestion is further borne out by the ratios 
of ninhydrin-positive materials in the unhydrolyzed and hydrolyzed 
supernatant liquids at the different time periods. After 5 min. the ratio 
was 1 : 1.3; after 10 min., 1 : 2.05; after 20 min., 1 : 2.3; and after 40 min., 
1: 3.95, remaining constant thereafter. In control suspensions of spores 
without CTAB the release of ninhydrin-positive materials (hydrolyzed 
or unhydrolyzed) was negligible over a 4 hour period at 40° C. 


Chemical Analysis of CTAB Extracts 


Washed clean spores harvested from 450 petri dishes were suspended 
in 350 ml. of water. A 1 : 40 dilution of the suspension gave a reading of 
305 on the Klett-Summerson photoelectric colorimeter, employing blue 
filter No. 42. Three hundred ml. was mixed with 300 ml. of a CTAB 
solution containing 1 mg./ml. The remaining 50 ml. was mixed with 
50 ml. of water. Both suspensions were placed in a 50° C. water bath and. 
shaken occasionally over a 2 hour period at which time all the spore 
DPA was found in the supernatant liquid of the CTAB-treated sus- 
pension. A 1 : 40 dilution of this liquid had an optical density of 0.740 at 
270 my, and the ultraviolet absorption spectrum was that of calcium 
dipicolinate; the py was 6.88 and the solution was clear, light amber in 
color, and somewhat viscous. By comparison, the supernatant of the 
CTAB-free control had an optical density of 0.014, the spectrum indicated. 
the absence of DPA, the px was 7.3, and the solution was clear, colorless 
and nonviscous. The CTAB spores were clumped and stained intensely 
with gentian violet; the control spores did not clump or stain. 

Spore weight loss. The spores in both suspensions were recovered 
by centrifugation and washed once with deionized water. Dry weight 
determinations made on the spores and supernatant liquids (Table 6) 
showed that approximately 1/, of the dry weight of the spores was 
released in soluble form by the CTAB treatment, whereas the amount 
released in the absence of CTAB was relatively insignificant. POWELL 
and STRANGE (1953) reported a 30°/, loss in cell dry weight during ger- 
mination of the spores of Bac. megaterium and Bac. subtilis. 

Proximate analysis of CTAB supernatant liquid. Table 7 
contains the data from an analysis of the whole supernatant liquid, 
and of its dialyzable and nondialyzable fractions. DPA was the most 
abundant individual component; also present were considerable quan- 
tities of protein, ninhydrin-reacting materials, and calcium. The poly- 
meric nature of a substantial portion of the extracted material is indi- 
cated by the appearance of hexosamine and the 3-fold increase in amino 
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acids and reducing sugars following hydrolysis. This mucopeptide 
fraction represented about 1/, to 1/; of the CTAB-extracted solids. The 
content of organic phosphorus is appreciable. The molar ratio of DPA 
to Ca found in the supernatant liquid was 1.56. 

Dialysis of the CTAB extract. A portion of the CTAB supernatant 
liquid in a cellophane bag was dialyzed against frequent changes of 
distilled water at 4° C., and analyses were made on the dialyzable and 
nondialyzable fractions (Table 7). The total solids of the original liquid 


Table 6. Dry Weight Balance in CTAB-Treated Spores of B. megaterium 


Distribution of spore solids 


Pex eh Initial spore after 2 hours at 50° C. eit 
treated with weight, Residual | Supernatant loss 
es | sie 
g. | g. "lo 
] 
No CTAB 3.648 3.640 0.008 0.23 
CTAB 3.648 2.486* 1.512** 32—41*** 


Spores incubated 2 hours at 50° C. Values for the no CTAB treatment were cal- 
culated on a volume basis equivalent to the CTAB treatment. 

* Calculated as the difference between initial spore weight and weight of solids in 
the supernatant liquid. Only about 90°/, of this weight was actually recovered; 
about 10°/, of the spores stuck to the reaction vessel and centrifuge tube walls. 

** This includes an undetermined fraction of the original CTAB not adsorbed by 
the spores. 


*** Depending on the distribution of the CTAB between spores and supernatant. 
If a 50—50 distribution is assumed (See Fig.15), this value becomes 36.5°/). 


were distributed approximately 17°/, in the nondialyzable and 83°/, 
in the dialyzable fractions. All of the DPA was dialyzable, the ultra- 
violet absorption spectrum being indicative of the calcium chelate. The 
bulk of the material yielding, upon hydrolysis, amino acids and/or 
reducing sugars and hexosamine was nondialyzable. 


Paper chromatography. The dialyzable and the nondialyzable 
fractions were analyzed for ninhydrin-reacting materials after 2-dimen- 
sional descending paper chromatography in phenol-water (72: 28) 
followed by n-butanol-propionic acid-water (126 : 62 : 87). The dialyzable 
fraction gave 7 ninhydrinpositive spots before, and 12 after hydrolysis. 
The total increase in ninhydrinreacting substances of the hydrolysate 
was less than two-fold (Table 7) and was of low molecular weight judging 
from diffusion through cellophane. This fraction was not studied further. 


Nondialyzable fraction. Two-dimensional chromatograms of the 
unhydrolyzed nondialyzable fraction revealed 3 major and 4 minor 
ninhydrin-positive spots. One of the major spots moved with the solvent 
front in phenol-water and failed to move in n-butanol-propionic acid- 
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water. The hydrolyzed fraction gave 11 ninhydrin-positive spots; the 
just-mentioned major spot disappeared after hydrolysis. 
Preparative-scale quantities of the dialyzed fraction (unhydrolyzed) 
were developed in n-butanol-propionic acid-water (one-dimensional, 
descending). By means of a guide strip, the major ninhydrin-reacting 
component was located at Rr 0.0—0,06. This band, as well as 5 addi- 
tional bands between R; 0.06 and 1.0, were cut out, and each thoroughly 
eluted with water. One half of each eluate was hydrolyzed with acid. 


Table 7. Proximate Composition of Supernatant Liquid Obtained from Spores 
of B. megaterium by Treatment with CTAB for 2 Hours at 60° C. 


Dialyzed supernatant liquid 


Undialy zed 
supernatant liquid Dialyzable Nondialyzable 
fraction fraction 
Constituent | Un- | pyaro-| U8) | Hyaro- 
Unhydrolyzed | Hydrolyzed Bee ivesd ae ized 
mg. oe mg. a1 mg. mg. mg. mg. 
Amino acids | 
(as alanine) 107 7.9 | 331 24.4 | 53 95 29 270 
Dipicolinic acid 630 46.4 614 0 
Reducing sugar 4 eae age A 86 6.3 6 11 25 98 
Protein 203 14.9 42 3.1 43 15 130 36 
Inorganic P <2.5 | 2.0 <0.3 
Total P 9.5 0.7 4.6 3.3 
Hexosamine <1.4 71 5.2.1<0.7 |<5.0; | <2.9 | 63 
Cat+ 06.8.1 > 7.4. | 
Total solids 1,360 | 1,225 245 


* Of total solids after subtraction of 150 mg. ascribed to CTAB unadsorbed by 
the spores. 


The unhydrolyzed and the hydrolyzed eluates were then analyzed for 
ninhydrin-reacting materials, for hexosamine, and total phosphorus. 
The data revealed that the major portion of the amino acids (1,160 wg. 
alanine equivalents) and practically all of the hexosamine (390 yg. 
glucosamine equivalents) and phosphorus (21 yg.) released by hydrolysis 
were in the eluate from the Ry 0.0—0.06 fraction. By use of combinations 
of one- and two-dimensional paper chromatography, along with co- 
chromatography of authentic amino acids, the 4 major ninhydrin- 
reacting spots found in this hydrolysate were identified as glutamic 
acid, «-alanine, «, e-diaminopimelic acid, and glucosamine. There were 
7 additional minor unidentified ninhydrin-positive spots. 

The mucopeptide of the major fraction was further purified by rechro- 
matographing a concentrated eluate on Whatman No. 1 filter paper 
with phenol-water. A guide strip indicated that the major ninhydrin- 
reacting component had moved with the solvent front. This paper was 
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sectioned into 4 bands (Table 8), eluted with water, and the eluates 
hydrolyzed and analyzed for amino acids, hexosamine and total phos- 
phorus. The results (Table 8) show that the great majority of the hexo- 
samine and amino acids were found at Ry 0.75—1.0. Phosphorus was 


Table 8. Further Chromatography and Composition of the Major Nondialyzable 
Mucopeptide Eluted from the Rs 0.0—0.06 Region of a Chromatogram Developed in 
n-Butanolpropionic Acid-Water 


Ry; range after Composition of eluates* after 
development in acid hydrolysis 
phenol-water ? ug. per ml. 

solves Amino acids** Hexosamine Phosphorus 

0—0.20 50 : 10 | 16.5 
0.20—0.48 53 10 | 0 
0.48—0.75 90 20 | 8 
0.75—1 660 320 | 0 

0 


0.75—1 12 0 
(control section of paper) 


* All of the eluates were made to the same volume. 
** As y-alanine. 


absent from that band, being associated with two other regions. Two- 
dimensional chromatography of the hydrolyzed eluate from Ry 0.75—1.0 
revealed the presence of 4 main spots, corresponding to glutamic acid, 
«-alanine, «, e-diaminopimelic acid and glucosamine, and, in addition, 
7 unidentified minor ninhydrin-positive spots. The similarity of the 
composition of the mucopeptide released by CTAB and that exuded 
during germination (STRANGE and PowELL 1954) is notable. 


Discussion 

The most striking aspect of the influence of surfactants on the thermal 
killing of bacterial spores is the marked lowering of the threshold tem- 
perature. This remarkable effect is achieved by very dilute solutions 
of the surfactants, and applies alike to spores of aerobic and anaerobic 
species. Chemical potentiation of this kind may have some interesting 
applications where rapid, low temperature sterilization would be ad- 
vantageous, especially where the chemical is inexpensive, effective in 
very low concentrations, and not disadvantageous in other respects. 

An extensive survey of chemicals was made by MicHEnrr, THOMPSON 
and Lewis (1959) for the property of accelerating the thermal death 
rate of spores of the putrefactive anaerobe No. PA 3679. However, 
the study was restricted to only one experimental temperature and, 
as the authors pointed out, the methods employed fail to make the 
important distinction between the sporicidal activity of a compound 
and a secondary inhibition of the outgrowth of the germinating spores. 
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Consequently, these results cannot be compared with the present 
findings where the changes detected unequivocally demonstrate a direct 
effect on the spore rather than a secondary inhibition of vegetative cells. 

Of particular interest in this regard are the tests with subtilin and 
nisin, the most potent apparently sporicidal substances of several 
hundred tested (Lewis, MicHmNER, StuMBo and Trrus 1954; MicHENnER, 
THompson and Lewis 1959). However, more detailed studies with 
various species of Bacillus now indicate that these substances have no 
effect on the spore itself, which germinates in their presence, and that 
they inhibit subsequent vegetative development. (MIcHENER 1955; 
CAMPBELL and SNiFF 1959.) As seen from Table 2, the polypeptidic 
antibiotics, including subtilin, would not have been suspected to possess 
sporicidal activity by the test employed, i.e., release of dipicolinic acid. 

It is currently believed that the resistance of a spore is attributable 
to its anhydrous state, preserved by a permeability barrier that must be 
breached before the spore can germinate (Ross and Britiina 1957; 
PoweELL 1957; Ropr and Foster 1960a, b). Removal of this barrier 
goes hand in hand with the release of DPA, and since this can be readily 
measured spectrophotometrically, this property, or the determination 
of simultaneously released calcium and ninhydrin-positive substances, 
provides the best means, short of extensive supplementary experiments, 
to screen for chemical potentiation of thermal killing of bacterial spores. 

Apart from any practical implications the discovery of such potenti- 
ators may have, they should prove extremely valuable as tools with 
which to approach the fundamental aspects of the problem of the 
resistance of the bacterial spore. 

The discharge of as much as one-third of the spore dry weight through 
treatment with surfactants is all the more impressive in that the morpho- 
logical integrity of the spore as a cellular entity is not destroyed. Sur- 
factants usually cause profound changes in vegetative cells, through 
dissolution of the cell membrane and consequent leakage of large amounts 
of the low molecular weight cell components, and in some cases, autolysis 
of the cell as a secondary event (NEwTon 1958). 

The retention of cellular structure of surfactant-treated spores is 
evidenced by the partial retention of refractility, although phase- 
contrast microscopy indicates a definite but not striking decrease, much 
more clearly expressed by the sharp drop in opacity (Fig.4). Also the 
stainability of treated spores shows that their permeability has been 
changed. 

These changes are very similar to those occurring in the early stages 
of germination, which is emphasized by the correspondence between 
the loss in dry weight (about one third in both cases), and the types of 
materials excreted into the suspension medium. 
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This includes all of the dipicolinic acid of the spore, a large fraction 
of its calcium, a substantial amount of a nondialyzable mucopeptide 
(about one-fourth of the total solubles), and small amounts of an assort- 
ment of dialyzable peptides and amino acids. 

Although the identity of the mucopeptides released by CTAB and 
during germination, respectively, has not been conclusively verified, 
their amino acid and hexosamine composition indicates a close simi- 
larity. 

The resemblance of the changes occurring during surfactant treat- 
ment and germination are so striking that one is led to consider the 
possibility that surfactants induce a ‘“‘chemical germination”, were 
it not for the fact that they do not yield viable cells. However, the 
experiments showing that pregerminated spores are inhibited by con- 
centrations of the surfactant much smaller than those required to 
produce the typical surfactant alterations in the spore, indicate that 
nonviability of surfactant-germinated spores is logical and to be ex- 
pected. 

Results similar to those obtained by surfactants, particularly the 
ready and complete release of dipicolinic acid induced by certain organic 
solvents, by H,O0., by heat, by electrodialysis and by mechanical abrasion 
(Rob and Foster 1960a, b), in each case leaving the cellular structure 
intact, all make it almost certain that the dipicolinic acid, the calcium, 
and the mucopeptide are not distributed homogeneously throughout 
the spore but are localized in a region peripheral to the vital core and 
beneath or in the outer permeability barrier. Any treatment that, in 
an aqueous environment, impairs the continuity of this barrier has 
the same effect as germination — a hydration of the vital spore constitu- 
ents and the dissolution of subsurface calcium dipicolinate and muco- 
peptide. If the spore cell so altered proves not to be hypersensitive to 
the inducing treatment, so that secondary outgrowth and colony for- 
mation can occur, then nonphysiological germination has been realized. 


Summary 

Forty-two surface active agents (surfactants) were surveyed for their 
ability to induce the release of dipicolinic acid (DPA) from water sus- 
pensions of spores of Bacillus megaterium and Bacillus subtilis. The 
treatments were conducted for 18 hours at 30°C. At appropriate pq 
values, practically all of the cationic and the anionic surfactants were 
effective; non-ionic and the antibiotic polypeptide surfactants were not. 

* Specific chemical compounds are capable of evoking physiological germination. 
L-Alanine and several other amino acids, inosine and glucose are the principal 
physiological germinants (H1LLs 1950; Powrtt 1957). As used here, chemical germi- 


nation refers to germinative changes in spores caused by substances not ordinarily 
thought of as metabolites. 
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The DPA was released as the calcium chelate; from it crystalline DPA 
was prepared and identified. 

Spores treated with cationic surfactants tended to clump; their 
refractility as measured by optical density was markedly decreased; 
and they were readily stained by gentian violet and methylene blue. 

The release of DPA was studied under different conditions; it was 
found that surfactants markedly potentiate thermal killing of the 
spores. 

Two representative cationic agents caused rapid thermal release of 
DPA by 9 additional Bacillus and 2 Clostridium species, including Bac. 
stearothermophilus, Cl. botulinum, and putrefactive anaerobe No. 3679. 
These effects could be counteracted by the simultaneous addition of 
inorganic salts or phospholipids, e.g. cephalin. 

Studies with C14-labeled cetyl trimethylammonium bromide showed 
it to be rapidly absorbed by the spores, while the DPA was released 
well after the absorption was practically complete. The spores lost their 
viability even before they had lost their DPA. 

The surfactants also caused the excretion of considerable amounts 
of a nondialyzable mucopeptide and smaller quantities of low molecular 
weight amino acids and peptides. The mucopeptide was shown to contain 
a, e-diaminopimelic acid, glutamic acid, «-alanine and hexosamine, and 
is probably identical with the spore peptide of SrraneE and POWELL 
(1954). Approximately one-third of the dry weight of the spores was lost 
through treatment with a cationic surfactant. The results parallel those 
occurring during normal germination, and the effect of surfactants is 
interpreted as the indication of “chemical germination”. The non- 
viability of the surfactant-treated spores was traced to the hypersensiti- 
vity of the germinated spores to concentrations of surfactant required 
to induce the germinative change. The results are used to support the 
conclusion that the resistance of the bacterial spore is an attribute of the 
anhydrous state of a vital core in the cell. This core is surrounded by an 
impermeable barrier which maintains the anhydrous state of the spore 
interior. The surfactants breach this barrier; the ingress of water dissolves 
and releases the dipicolinate and mucopeptide and hydrates the vital 
core. This sequence of events is entirely analogous to those occurring 
during physiological germination. 

This work was supported in part by the Microbiology Branch of the Office of 
Naval Research. 
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Aus dem Forschungsinstitut Gastein in Bad Gastein der Osterreichischen Akademie 
der Wissenschaften, Mitt. Nr. 178 


Ein neues Eisenbakterium aus der Gattung Gallionella 
in den Thermalquellen von Bad Gastein* 


Von 
VALE VOUK [Zagreb] 


Mit 2 Textabbildungen 
(Hingegangen am 17. Dezember 1959) 


In friiherer Mitteilung (VouK 1953) wurde bereits auf die Bakterien- 
Vegetation an den heifen Quellen von Bad Gastein verwiesen, die trotz 
recht unterschiedlicher Formen die gemeinsame Eigenschaft besitzt, 
Eisen oder Mangan in Membranen, Scheiden oder abgeschiedenem 
Schleim in Oxydhydrat-Form auszuscheiden oder niederzuschlagen; sie 
bildet in den Quellstollen an iiberrieseltem Gestein oder an tiberflutetem 
Material einen kieselsiurehaltigen braunen Beschlag oder fleckigen 
Rasen (,,Eisenrasen‘‘, Ferropoa- Vegetation nach SCHEMINZKY u. VOUR), 
der auch in alten Quellwegen als Thermalwasserabsatz vorgefunden und 
schon 1856 von HarpincEer (vgl. Merxner 1951) unter dem Mineral- 
namen ,,Reissacherit‘‘ der 32. Naturforscher-Versammlung vorgelegt 
wurde. STocKMAYER (1928) hat als erster auf die zum Teil biologische 
Fallung des Reissacherites hingewiesen. In einer spateren, nur orien- 
tierenden Untersuchung von PascuEerR (1937) wurden im Kisenrasen 
6—7 verschiedene Bakterienformen unterschieden. 

Eigene Beobachtungen tiber die im Eisenrasen vorkommenden Kokken, 
geraden und gekriimmten Stabchen sowie sarcineartigen Gebilde, seit 
1951 gemeinsam mit F. SCHEMINZKY durchgefiihrt, sollen spater be- 
schrieben werden; an dieser Stelle sei blof auf eine eigenartige Form 
hingewiesen, welche sich im Hisen- bzw. Kieselsaure-Rasen der Gasteiner 
Thermalquelle I-Franz-Josefs- Quelle, wenn auch nicht haufig, vorfand. 
Es handelt sich um fadige Gebilde mit spiraligen, zickzack-verlaufenden 
kurzen Windungen, an deren Enden lichtbrechende Kérperchen saBen ; 
nach mehreren Windungen gingen die Spiralen in gerade oder bogig aus- 
laufende Faden iiber, um dann wieder in zackige Spiralen auszulaufen 
und schlieBlich mit einem oder zwei ineinander verflochtenen diinnen 
Faden zu enden. Diese Gebilde sind bis zu 70 lang, die zickzack- 
verlaufenden Spiralen bis 3,6 breit, die lichtbrechenden Korperchen 


* Herrn Prof. Dr. F. ScHemInzKY (Innsbruck-Bad Gastein) zum 60. Geburtstag 
gewidmet. 
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bis 1,5 u dick. Wegen der réumlichen Dimensionen kann eine mikro- 
photographische Dokumentation nicht ganz befriedigen (Abb.1), wes- 
halb auch Zeichnungen angefertigt wurden (Abb.2); aus diesen erkennt 
man, daB an den unteren Fadenabschnitten die Kérperchen fast an den 
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Abb. 1. Eisen-Kieselsiiuregel von der Gasteiner Thermalquelle 
I-Franz-Josefs-Quelle mit Gallionella scheminzkyi nach 
Berlinerblaufiirbung. 

a 480mal; b 1080mal. Aufnahmen: F. SCHEMINZKY 


Faden sitzen. Nach der Blaufarbung bei der 
Berlinerblau-Reaktion kann dieser Organis- 
mus als Kisenbakterium angesehen werden 
(Motiscu 1910; CooLopny 1926; Dorrr 1934; 
PrinGsuEm 1952). 

Ob die beschriebenen Gebilde nur Entwick-  ,), Galtionslin tankenunte ga 
lungsformen oder selbstaindige Organismen _ Originalzeichnung; etwa 1610mal 
darstellen, lieBe sich nur durch die Kultur 
entscheiden, der sich jedoch sehr groBe Schwierigkeiten entgegen stellen. 
Wahrscheinlich handelt es sich doch um einen selbstandigen Organismus, 
der mit seinen verdrillten Faden lebhaft an die Stiele des Kisenbakteriums 
Gallionella erinnert, die erst CHoLopNy (vgl. DorFr 1934) richtig deutete; 
die stark lichtbrechenden Koérperchen diirften den eigentlichen Organis- 
mus darstellen, der seitlich die fadenartigen Stiele aus Eisenoxydhydrat 
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ausscheidet. Gegeniiber Gallionella ferruginea besteht der Unterschied 
vor allem in der Vielzahl der Bakterienkérper. Die beschriebene Form ist 
mit keiner anderen Art von Gallionella vergleichbar (vgl. BERGEyY’s 
Manual 1957) und soll daher vorlaufig als neue Art der Gattung Gallio- 
nella mit einem eigenen Namen bezeichnet werden; fiir diesen schlage ich 


Gallionella scheminzkyi n. sp. 


anlaBlich des 60. Geburtstages von Prof. Dr. F. ScHEmrinzxKy, des Forde- 
rers der Baderwissenschaft im allgemeinen und der Balneobiologie im 
besonderen vor. Auch ohne genauere entwicklungsmorphologischen und 
physiologischen Untersuchungen kann jetzt schon als physiologische 
Charakteristik der G. scheminzkyi ihr Vorkommen im flieBenden Thermal- 
wasser bei 47° C hervorgehoben werden; denn die Eisenbakterien und 
namentlich die Vertreter der Gattung Gallionella werden vonden Autoren, 
insbesondere CHoLopny, als psychrophil bezeichnet (Optimum fiir 
G. ferruginea 9° C). Im iibrigen lebt G. scheminzkyi wie alle anderen Hisen- 
bakterien im Dunkeln ohne Licht und bedarf zum Leben des Sauerstoffes. 


Zusammenfassung 


Es wird eine abweichende Form eines Eisenbakteriums aus der Gattung 
Gallionella des Eisenrasens an den Austritten der Gasteiner Thermal- 
quellen — die durch zickzack-verlaufende spiralige Windungen mit 
einer Vielzahl seitlich sitzender Bakterienzellen sowie ein schweifartiges 
Fadenende charakterisiert ist — beschrieben, als sp.n. erkannt und mit 
dem Namen Gallionella scheminzkyi nach dem Forderer der Bader- 
wissenschaft und der Balneobiologie, Prof. Dr. F. SCHEMINZEY, benannt. 
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Aus der Algenabteilung des Pflanzenphysiologischen Instituts Gottingen 


Der griine Farbstoff der Chlorobakterien, 
eine Berichtigung 


Von 
E. G. PRINGSHEIM 


(Hingegangen am 14. Januar 1960) 


In 2 Mitteilungen habe ich 1953 den Standpunkt vertreten, daB der 
griine, chlorophyllihnliche Farbstoff der Chlorobakteriaceen mit dem 
der Purpurbakterien tibereinstimme. Diese auf Untersuchungen des 
Botanischen Institutes in Heidelberg beruhende Auffassung kann 
angesichts der Ergebnisse von LARSEN, MECHSNER und STANIER nicht 
aufrechterhalten werden. 

Der Fehler kann dadurch zustande gekommen sein, da in dem fir 
die spektroskopischen Untersuchungen benutzten Material tibersehene 
Purpurbakterien enthalten waren. Dies ist die Erklarung, die Herr Prof. 
A. SEYBoLD (Heidelberg) mich ermachtigt hat anzugeben. Ich habe mich 
damals darauf verlassen, daB die Ergebnisse mit Reinkulturmaterial von 
Chlorobium nachgeprift worden waren. 

Die Schlu&folgerung, da es 2 Gruppen griiner ,,Bakterien‘ gabe, 
namlich Chlorobacteriaceae und bakteriendhnliche Cyanophyceae, bleibt 
natiirlich bestehen. 
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Aus dem Institut fiir Mikrobiologie und experimentelle Therapie, Jena, der Deutschen 
Akademie der Wissenschaften zu Berlin 


Untersuchungen zur Substruktur der ,,Chromatophoren‘‘ 
von Rhodospirillum rubrum und Rhodospirillum 
molischianum 


Von 
G. DREWS 


Mit 8 Textabbildungen 
(Eingegangen am 28. Dezember 1959) 


Die Assimilationspigmente sind bei allen griinen Pflanzen bis herab zu 
den griinen Flagellaten in hochorganisierten Zellorganellen, den Chloro- 
plasten, lokalisiert. Die submikroskopische Morphologie dieser Gebilde 
konnte im letzten Jahrzehnt bei zahlreichen Arten aufgeklart werden 
(Literatur siehe bei MCUHLETHALER 1956, 1957, 1958 und WoLKEN 1959). 
Sie ist keineswegs einheitlich, unter normalen Bedingungen ist aber bei 
allen Vertretern eine Schichtenstruktur der Chloroplasten ausgebildet. 
Das Chlorophyll ist in monomolecularer Schicht eng mit den Lipoid- 
und Proteinmolekiilen der Grana-Lamellen oder, wenn keine Grana vor- 
handen sind, der Stroma-Lamellen verbunden (WOLKEN u. SCHWERTZ 
1953, WoLKEN 1959). 

Die Cyanophyceen bilden im Gegensatz zu den bisher genannten 
Organismen keine geschlossenen Chloroplasten aus. Elektronenmikro- 
skopische Untersuchungen haben ergeben, daf das peripher liegende, 
pigmentfiihrende Chromatoplasma eine lamellenformige Strukturierung 
aufweist (NIKLowItz u. Drews 1956, 1957; ELBERs u. Mitarb. 1957). 

Die Purpurbakterien lassen lichtmikroskopisch ebenfalls keine Chro- 
matophoren erkennen. Jedoch haben physikochemische Untersuchungen 
schon auf die Existenz von Partikeln hingewiesen, an die die Assimila- 
tionspigmente gebunden sein miussen. Aus zellfreien Extrakten von 
Rhodospirillum rubrum lassen sich durch Ultrazentrifugation rundliche, 
pigmentierte Partikel mit einem Durchmesser von etwa 90 my abtrennen, 
die eine hohe photochemische Aktivitat besitzen (PARDEE u. Mitarb. 
1952, SCHACHMAN u. Mitarb. 1952, ANDERSON u. FULLER 1958, FRENKEL 
u. Hickman 1959). In Ultradiinnschnitten durch ein Rhodospirillum 
konnten NrkLowrrz u. Drews (1955) sowie THOMAS u. Mitarb. (1956) 
Aggregate von Lamellen, aber keine Partikel der genannten GréBen- 
ordnung nachweisen. Dagegen fanden Varreru. WoLFE (1958) elektronen- 
optisch bei Rhodospirillum rubrum, Chromatium spec. und Rhodo- 


pseudomonas sphaeroides sowie in neuester Zeit Hickman u. FRENKEL 
7 fk 
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(1959) bei Rhodospirillum rubrum kontrast- und strukturarme Gebilde, 
die von einer Membran umgeben und in groBer Zahl in der Zelle anzu- 
treffen sind. Ihr Durchmesser betrigt 50—100 mu. Die Struktur der 
Pigmentpartikel ist vom Alter der Kultur abhangig (HicKMAN u. FREN- 
KEL). Bis zu 12 Std sind in den Bakterien keine Chromatophoren zu 
erkennen, sondern nur durch Ultrazentrifugation isolierbare Partikel mit 
einem Durchmesser <25 my nachzuweisen (FRENKEL u. HICKMAN). 
Spiiter entwickeln sich kurze Doppellamellen, dann Chromatophoren und 
in alteren Zellen mehrschichtige Lamellensysteme, die die Chromato- 
phoren zu gréBeren Gruppen zusammenfassen. HICKMAN u. FRENKEL 
versuchen, die von NrkLtow1Tz u. Drews erhobenen Befunde in dieses 
Entwicklungsschema einzubeziehen. 

Die vorliegende Mitteilung enthalt die Ergebnisse einer Nachunter- 
suchung zu der 1955 ver6ffentlichten Arbeit. Es wurde ein besonderes 
Augenmerk auf Alter und systematische Einordnung der untersuchten 
Stamme gerichtet. 


Material und Methoden 


Kultur: Zur Untersuchung kam ein Rhodospirillum-Stamm, der in der Um- 
gebung von Jena aus Schlammproben isoliert wurde und 1 Stamm von Rhodo- 
spirillum rubrum EsmMarce (Moriscx), den mir Dr. LAsceLiEs (Oxford) freundlicher- 
weise zur Verfiigung stellte. Die Bakterien wurden in 100 ml-Flaschen kultiviert, 
die mit Glasschliffstopfen verschlossen waren und folgendes Medium enthielten: 

(NH,),SO, 0,1°/); K,HPO, 0,059/,; MgSO, - 7 H,O 0,02°/,; NaCl 0,2°/,; Glutamin- 
siure 0,2°/); Hefeextrakt (Difco) 0,05°/). Nach dem Sterilisieren wurden durch 
Filtration sterilisierte Lésungen von NaHCO, (0,2°/,) und Rongalit (0,02°/,) zu- 
gesetzt. Der pH-Wert wurde auf 7,0 eingestellt. Die Bebriitung geschah unter 
anaeroben Bedingungen im Licht einer Rotlichtbirne bei ungefahr 24°C. 


Fixierung und Einbettung: Die Kulturen wurden durch vorsichtiges 
Zentrifugieren von der Naihrlésung getrennt und das Sediment in folgender Lésung 
resuspendiert: Veronal-Acetat-Puffer (0,014 mol, py 7,0) mit 1°/, OsO,; 3,4°/, 
Saccharose; 0,15°/, MgCl,. Fixiert wurde in dieser Lésung 90 min bei 3°C, dann 
60 min in verdiinnter Formalinlésung (9 Teile Aqua dest. mit 0,05°/, MgCl, und 
1 Teil neutrale Formalinlésung, siurefrei) und nach dem Waschen mit einer 1°/,igen 
wafrigen Uranylacetatlésung nachkontrastiert. Andere Chargen wurden mit 
KMn0O, bei 0°C fixiert. KMnO, wurde in 0,5 oder 1,0°/,igem, 0,028 mol Palade- 
Puffer, py 7,3 angesetzt. Zum Teil wurde noch mit OsO, nachfixiert. Nach dem 
Waschen und Entwiissern lagen die Bakterien 60 min in einem Gemisch von 
absolutem Alkohol und monomerem Butylmetacrylsiureester und dann 3mal je 
60 min in einer Mischung von Butyl- und Methylmetacrylat (9+ 1) unter Zusatz 
von 0,5°/) Benzoin. Die Polymerisation geschah im UV-Licht (Massgy 1953, 
Werres 1955, NrkLowirz 1958) iiber 9 Std. Die eingebetteten Objekte wurden 
mit einem Mikrotom nach NrkLowrrz (1955) geschnitten. 


Pigmentbestimmung!. Zur Bestimmung der Arten nach ihrer Pigment- 
zusammensetzung wurden die Bakterien im Kiihlraum mit Quarzmehl und Aceton 
zerrieben. Der Extrakt lie sich durch Dekantieren abtrennen und wurde dann 


* Fiir methodische Hinweise bei der Pigmentisolierung danke ich Herrn Dipl. 
Biol. PRAUSER. 
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mit Pentan, 1—2 ml auf 7—8 ml Extrakt, vermengt. Die Uberfiihrung der Pig- 
mente in das Pentan geschah durch Unterschichten des Extraktes mit Aqua dest. im 
Reagensglas. Nach Abpipettieren der Oberphase wurde das restliche Aceton 


durch mehrmaliges vorsichtiges 
Waschen des Extraktes ent- 
fernt. Der Pentanextrakt wurde 
im Vakuum eingedampft und 
dann zur spektrophotometrischen 
Untersuchung wieder in Chloro- 
form gelést. 


Ergebnisse 

In Langs- und = Quer- 
schnitten durch den Jenaer 
Rhodospirillum-Stamm sieht 
man, vorwiegend in den 
peripheren Plasmapartien 
kompakte und _ kontrast- 
reiche, langliche Gebilde, die 
meistens parallel zur Mem- 
bran orientiert sind (Abb. 1). 
Sie haben eine Breite von 
70—80 my und eine Lange 
von etwa 300 mu. In Schrag- 
und Tangentialschnitten sind 
die Gebilde haufig senkrecht 
zu der eben genannten 
Schnittrichtung  getroffen. 
Sie haben dann eine runde 
bisovale Form (Abb. 2 und 3). 
Man kann aus zahlreichen 
Schnitten, die in verschie- 
denen Ebenen durch die Bak- 
terien gefiihrt wurden, rekon- 
struieren, daB diese kom- 
pakten Zelleinschliisse die 
Form einer dicken Scheibe 
haben. Ein Querschnitt durch 
diese scheibenformigen Zell- 
einschliisse 1iBt bei starkerer 
VergroRerung einen lamel- 
laren Feinbau  erkennen 
(Abb.4 und 5). Die Zahl der 


Abb. 1 
Rhodospirillum molischianum. Material von Abb.1—5 
aus 4 Tage alter Fliissigkeitskultur, die anaerob im 
Licht kultiviert wurde. Lings- und Querschnitt mit 
zablreichen peripher gelegenen Chromatophoren (Ch) 


Schichten in einer ,,Scheibe‘ betragt etwa 10, sie kann zwischen 5 und 15 
schwanken. Die Lamellen sind 45 A und die kontrastarmeren, im Vergleich 
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mit dem Cytoplasma aber noch relativ dichten Zwischenschichten 50 A 
dick. Diese MaBe entsprechen in der GréBenordnung den Angaben fiir 


Abb.2. Rhodospirillum molischianum. Die Chromatophoren 
sind parallel zur Ebene der Lamellen (Ch’) oder senkrecht 
zu ihr (Ch) geschnitten 


die Chloroplastenlamel- 
len verschiedener Orga- 
nismen (MUHLETHALER 
1958). Eine Membran, 
die die Lamellenpakete 
einschlieBt, ist nicht zu 
erkennen. Die Lamellen 
scheinen paarweise an der 
AuBenkante der Scheibe 
miteinander in Verbin- 
dung zu stehen und je 
2kontrastreiche Lamellen 
mit der  dazwischen- 
liegenden Schicht eine 
Einheit zu bilden. Doch 
reicht das Bildmaterial 
nicht aus, um diese Beob- 
achtung eindeutig zu 
sichern. 

Andere Plasmadiffe- 
renzierungen, die den von 
VATTER u. WOLFE sowie 
HickMAN u. FRENKEL 
als Chromatophoren be- 
schriebenen entsprechen, 
waren nicht zu beob- 
achten, auch nicht, wenn 
Fixierung und Kulturbe- 
dingungen variiert wur- 
den. Die Strukturierung 
und Anordnung der 
beschriebenen Zellein- 
schliisse spricht dafiir, 
daB es sich um pigment- 
fithrende Partikel, um 
die Chromatophoren, 
handelt. 

Die Chromatophoren 
lassen sich nach Zer- 


triimmerung der Bakterien mittels Ultraschall in den zellfreien, 
deutlich gefarbten Extrakten elektronenmikroskopisch nachweisen. 
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Ein groBer Teil zerfallt allerdings bei der Homogenisation in kleinere 
Bruchstticke. 

Rhodospirillum rubrum unterscheidet sich in seiner Substruktur deut- 
lich von dem Jenaer Stamm. Scheibenformige Chromatophoren sind 
niemals anzutreffen. Das Cyto- 
plasma ist blischenformig aufge- Bere 
teilt (Abb.6 und 7). Jedes Blaschen as s ae PTR BE 
ist von einer kontrastreicben Be- : /\ 
grenzungsschicht umgeben. Nach os 
den Untersuchungen von VATTER 
u. Wore (1958), Hickman u. | § 
FRENKEL sowie FRENKEL u. HIcK- 
MAN (1959) kann als gesichert gel- 
ten, daB diese Blaschen Chromato- 
phoren darstellen. Der Durchmesscr 
der Chromatophoren betragt in Abb.3. Rhodospirillum molischianum. Text wie 
den Abbildungen der genannten Abb.2. 


* 


Abb.4. Rhodospirillum molischianum. Chromatophoren bei starkerer VergréBerung, die Schnittebene 
verliuft senkrecht zur Ebene der Lamellen 


Autoren und in den eigenen Aufnahmen etwa 70 my, ist also wesentlich 
geringer als bei Rh. molischianum. 

Diese beachtlichen Unterschiede in der Ausgestaltung der pigment- 
fiihrenden Zellorganellen gab Veranlassung, nochmals die systematische 
Zugehorigkeit der verwendeten Stamme zu iiberpriifen. Der Jenaer 
Stamm unterscheidet sich von dem aus Oxford schon makroskopisch 
durch die Farbe der Suspension. Bei dem ersteren ist sie rétlich bis braun- 
lich, bei dem Oxforder Stamm deutlich purpurrot. Die Farbe konnte in 
gewissen Grenzen schwanken, je nach Nahrboden und Alter der Kultur, 
doch waren die beiden Stamme immer leicht an ihrer mehr gelb- bzw. 
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purpurstichigen Rotfirbung zu erkennen. Diese Unterschiede waren 
auch schon bei friiheren Untersuchungen aufgetreten, bei denen Stamme 
eigener Isolierung aus Schlammproben der Umgebung von Halle und 
Jena sowie ein alter Gaffronscher Rhodospirillum rubrum-Stamm Ver- 
wendung fanden (Drews 1955, NrxLowrrz u. Drews 1955). Der zu 
dieser Zeit verwendete Schliissel (van Nien 1944, S. 111) untergliederte 
die Gattung Rhodospirillum 
nur in 2 Arten, Rhodospirillum 
rubrum und Rhodospirillum 
fulvuum. Nach dieser syste- 
matischen Unterteilung gehor- 
ten alle untersuchten Stamme 
zu Rhodospirillum rubrum. In 
der 7. Auflage von Bergey’s 
Manual (vAN Nrev 1957) wird 
das Genus Rhodospirillum in 
4 Arten unterteilt und Rh. 
rubrum von den tibrigen Arten 
durch seine Pigmentzusam- 
mensetzung unterschieden. 
Die tief rote Farbung ohne 
braunliche Nuancen ist durch 
das Dominieren von Spiril- 
loxanthin (Rhodoviolascin) be- 
dingt, ein Carotinoid, das bei 
anderen Arten fehlt. Es zeich- 
net sich durch starke Ab- 
sorptionsmaxima bei 544 und 
s 507 mu und ein schwaches 
t wie Abb.4 Maximum bei 476 my aus 

(KARRER u. JUCKER 1950, 
8. 297 — Losungsmittel Chloroform). Die Carotinoide der iibrigen Arten 
sollen dagegen bei 520 mu ein Maximum haben (vAN Nrex 1957). Die 
Absorptionskurve eines Rohextraktes von dem Oxforder Stamm weist ein- 
deutig auf das Vorhandensein von Spirilloxanthin hin (Abb.8). Auch die 
morphologischen Daten sprechen fiir Rhodospirillum rubrum. Der Durch- 
messer der Zellen betragt im fliissigen Medium etwa 0,8 Lt, die Breite einer 
Spiralwindung 1,5—2 4 und die Ganghohe etwa 3 wy. 

Der Jenaer Stamm hat kein Spirilloxanthin (Abb.8). Es ist inter- 
essant, daB die Absorptionskurve einen dhnlichen Verlauf nimmt. 
aber nach dem kiirzerwelligen Teil des Spektrums verschoben ist, 
so daB ein Maximum bei 520 mu auftritt, das fiir die itbrigen Rhodo- 
spirilum-Arten charakteristisch ist. Die morphologischen Daten sprechen 


. as : ee 
Abb.5. Rhodospirillum molischianum, Tex 
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dafiir, daB es sich bei 
dem Jenaer Stamm um 
Rhodospirillum molischi- 
anum Giesberger handelt. 
Die Breite der Bakterien 
betragt 1,1 uw, der Durch- 
messer einer Spiral- 
windung 2—3 mw und die 
Ganghohe etwa 6 uw. Der 
Stamm wachst nicht 
im Dunkeln in Gegen- 
wart von Sauerstoff. Der 
1955 fir submikrosko- 
pische Untersuchungen 
(NrkLowitz u. Drews) 
verwendete Stamm stand 
fir die gegenwartigen 
Untersuchungen nicht 
mehr zur Verfiigung. Die 
im Protokoll vermerkten 
Higenschaften (r6tlich- 
braunliche Farbe, kein 
heterotrophes Wachstum 
unter aeroben Bedingun- 
gen, Durchmesser etwa 
1,2 w) sprechen dafiir, 
da& auch dieser Stamm 
Rh. molischianum und 
nicht, wie angegeben, 
Rh. rubrum war. Das 
Aufsplittern in Einzel- 


lamellen und deren ver- Abb.6. Rhodospirillum rubrum. Material fiir Abb.6 und 7 

5 7 52] b aus 3 Tage alter Fliissigkeitskultur, die anaerob im Licht 
haltnismabig unregel bebriitet wurde. Die Chromatophoren (Ch) sind blischenformig 
maBiger Verlauf in den 


verdffentlichten Abbildungen (NrkLowrrz u. Drews 1955, 8. 125) sind 
wohl auf die Fixierung und Praparation zuriickzufiihren. 


Diskussion 


Die vorliegende Untersuchung hat gezeigt, dal innerhalb einer Gattung 
betrachtliche Unterschiede in der Strukturierung der Chromatophoren 
auftreten kénnen. Bei Rh. molischianum werden relativ groBe Lamellen- 
pakete ausgebildet, die in ihrem Feinbau an die Chloroplasten héherer 
Pflanzen und Algen erinnern. Die in gewisser Weise zum Ausdruck 
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kommende Paarung der Lamellen sprache fiir die zuerst von THOMAS u. 
Mitarb. (1956) geaiuBerte Vermutung, da diese Chromatophoren als 
freie Grana anzusprechen sind. Das Bildmaterial reicht aber noch nicht 


Abb.7. Rhodospirillum rubrum. Text wie Abb.6 


Extinktion 
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Abb.8. Absorptionskurve der Pigmentextrakte aus Rhodospirillum rubrum (ausgezogene Kurve) und 
Rhodospirillum molischianum (punktierte Kurve). Lésungsmittel Chloroform 


aus, um eine eindeutige Klassifizierung vornehmen zu kénnen. Die Lamel- 
lenpakete sind in allen Bakterien, unabhangig vom Alter der Kultur, 
anzutreffen. Sie bilden also kein voriibergehendes Entwicklungsstadium. 

Ganz anders sehen die Chromatophoren von Rh. rubrum aus. Bei dieser 
Art entstehen, wie auch bei Chromatium spec. und Rhodopseudomonas 
sphaeroides zunichst keine Lamellen, sondern tubulire und spiter 
globulare Elemente, die von Membranen wmschlossen sind. Erst bei sehr 
alten Bakterien werden vereinzelt Membransysteme ausgebildet, die 
zahlreiche Chromatophoren umschlieBen (HICKMAN u. FRENKEL). Niemals 
kann man Lamellenpakete wie in den Chloroplasten héher organisierter 
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Pflanzen und Algen beobachten. In der stoffwechselphysiologisch 
aktivsten Phase ist ausschlieBlich der Blaschentyp anzutreffen. Diese 
Gebilde, die haufig optisch fast leer erscheinen, lassen sich auch aus 
zellfreien Extrakten isolieren. Sie enthalten wahrscheinlich Lipoide und 
Proteine und auch geringe Mengen Ribonucleinséiure (FRENKEL 1959). 
Es ist moglich, daB ein Teil der Substanz wahrend des Fixierens und 
Entwasserns herausgelost wird. Das Chlorophyll ist vermutlich an die 
Membranen gebunden. 

Es wurde oben auf gewisse Beziehungen der Rh. molischianum- 
Chromatophoren zu den Grana der héheren Pflanzen hingewiesen. Die 
Chromatophoren von Rh. rubrum zeigen eine gewisse Analogie zu den 
Proplastiden. Die blischenformigen Gebilde waren dann auf der Stufe 
der Proplastiden stehengebliebene Chromatophoren, die keine Stroma- 
lamellen mehr ausbilden. Es ist aber notwendig, ein noch gréBeres Arten- 
material zu untersuchen, ehe man eine entwicklungsgeschichtliche 
Deutung der verschiedenen Plastidenformen bei autotrophen Mikro- 
organismen vornehmen kann. 


Summary 


Electron microscopy of ultrathin sections reveals that in the photo- 
synthetic bacterium Rhodospirillum molischianum Giesberger numerous 
discrete discs, the chromatophores, are developed. The chromatophores 
are 300 my in diameter and have a thickness of 70 to 80 my. In their 
substructure they show piled-up plates, the lamellae. The dense plates 
are about 45 A thick with less dense interspaces of 50 A. The small 
vesicular chromatophores of Rhodospirillum rubrum Esmarch are sur- 
rounded by membranes and have a diameter of about 70 my. The chro- 
matophores of both species are arranged at the periphery of the cell. A 
definition of the two strains on the fundamentals of morphological fea- 
tures is given. The absorption-spectra of the pigment extracts exhibit 
characteristic differences. 
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Microbiological Production of Gluconie Acid 
by Egyptian Mould Fungi 


(If) Production of Gluconie Acid by Aspergillus phoenicis 
in Submerged Cultures 


By 
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In previous parts of this series (Tana et al. 1957, 1959) the potentialities 
of some Egyptian mould fungi for gluconic acid production were investi- 
gated. The screening experiments carried out, using different media, 
indicated that a local strain of Aspergillus phoenicis was a good acid 
producer and it proved also to be superior in this respect to all the other 
aspergillae used namely Asp. niger, Asp. elegans, Asp. nidulans and 
Asp. fonsecaeus. 

The detailed studies carried out to investigate the acid production 
by this organism in surface cultures were reported in a previous communi- 
cation (TAHA et al. 1957). 

In this part we are mainly concerned with the study of the acid pro- 
duction by this organism in submerged cultures, as influenced by the 
various cultural conditions with special reference to the nature and con- 
centration of the chemical constituents of the fermentation medium as 
a prelude to formulate the most suitable medium that establishes the 


highest yield. 
Methods 


Fermentation processes were carried out in Fernbach flasks each containing 
100 ml. of the nutritive solution. The flasks were placed on a shaker with reciprocal 
motion at 35 strokes per minute. The shaker was kept in the incubating room main- 
tained at 30°C-+2. After 6 days fermentation, the necessary quantitative deter- 
minations were carried out. The sugar was estimated according to the method of 
Lane and Eynon (1923). The total titrable acidity was determined by titration 
of 2 ml. of the medium with 0.1 N sodium hydroxide solution. Gluconic acid was 
estimated gravimetrically as calcium salt after the procedure described by Herrick 


and May (1929). 
The yield of the acid was calculated as percentage of the weight of the original 


sugar used: 


weight of acid x 100 
weight of original sugar 


yield of acid = 


Arch. Mikrobiol., Bd. 36 


110 Ezz EvDin M. Tana, AnMEeD M. Gap and Mawassen H. ABBASY: 


The conversion efficiency was calculated as percentage of the weight of the 


8 med: 
ugar consu weight of acid - 100 


weight of sugar used 


conversion efficiency = 


Experimental Results 
Selection of the fermentation medium 


Inthe literature there is quite a large number of fermentation media that were used 
by various investigators; these media differed in the nature and/or the concen- 
tration of the nutritive constituents. As an orientation step four different salt com- 
binations selected from the media proposed by other workers (MoLLiaRD 1922; 


Table 1. Composition of the experimental media in g./100 ml. 


1 2 | 3 : 
Glucose | 15.0000 | 15.0000 5.0000 ~—s|_—20.0000 
Ca(NOs)> ~ | = 0.2000 rn 
NaNO, ue = = 0.1000 
(NH,),HPO, | 0.0388 a _ — 
Na,HPO, | - | _ ) - 0.0100 
KH,PO, 0.0188 0.1000 0.0250 - 
(NH,).SO, = : 0.1000 | aC 94! 
KCl — | - 0.025 0.0050 
FeCl, - 6 H,O / = — 1 drop 10°/, sol. — 
MgSO,:7H,O | 0.0156 | 0.0250 0.0250 0.0250 
CaCO, 3.0000 | 3.0000 3.0000 3.0000 
Table 2. Effect of incubation period on gluconic acid production by Aspergillus 
phoenicis 
| weight of | Weight of | Weight of 
— sada ue ) Brad | Yiela | cc. 
| (g.) ) (g.) (g.) 

tday Pa eh?) 0.90 0.65 0.59 4.44 | 65.55 
2 days SSN SS be 200 go Bal 16 6G 78.10 
3 days 8.5 8.76 | 7.96 | 7.25 54.63 82.76 
4 days 8.0 |. 10.67 ) 10.00 | 9.11 | 68.65 85.37 
5 days | 8.0 ' 12.62 linedderdOQ cant ag tt-O3 uch S312 87.40 
6 days 7.5 } 13.27 | 12.82 11.68 | 88.01 88.01 
7 days 7.5 | 13.27) | 12.50 | 11.39 | 85.83 85.83 
SAAT. tisisntiO iyatiad Sk lanalliod L20bne Ke 1 t0Be lene. 81 82.81 


Initial py value, 6.5; incubation temperature, 30°C; incubation period, as shown 
in the table. 

Composition of medium: (all quantities as g./100 ml.) glucose 13.27; (NH,),PHO, 
0.0388; KH,PO, 0.0188; MgSO,: 7 H,O 0.0156; CaCO, 3.00. 

Results and calculations are based on 100 ml. of medium, The values given 
are the mean of five quintuplicates. 

10. C. = Conversion Coefficient. 
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HERRICK et al. 1928; BeRNHAvER 1932 and WELLS et al. 1937) and which were 
found to be quite satisfactory in our previous experiments (Tawa et al. 1959) 
were used. The composition of these media is given in Table 1. 


The fermentation experiments carried out by the experimental organism 
on these different media had revealed — as expected — that the nature of 
media had a pronounced influence on the acid production by the experi- 
mental organism. The yield of the acid was higher when the organism 
was cultured on medium 1 than the corresponding yields obtained on 
the other media. The former medium was therefore selected for further 
studies to establish the best conditions for acid production. It was 
noteworthy to report that this selected medium was found to be quite 
unsatisfactory for acid production on using the surface culture technique 
(Tana et al. 1957). The acid yield was thus found to depend not only on 
the composition of the culture medium but also on the culture technique 
applied i.e. surface or submerged. 


Effect of incubation period. (Table 2) 


The gluconic acid fermentation process was allowed to proceed for 
8 days and the necessary quantitative analyses to follow the changes in 
the sugar concentration and acid yield were carried out daily. 

The available sugar was gradually utilized till it was completely 
consumed on the 6 day. The acid produced by the organism also 
increased as the fermentation proceeded, reaching a maximum on the 


Table 3. Effect of glucose concentration on gluconic acid production 
_by Aspergillus phoenicis 
Initial pp value, 6.5; incubation period, 6 days; incubation temperature, 30° C. 
Composition of medium: (all quantities as g./100 ml.) glucose, shown in the table 
(NH,),HPO, 0.0388; KH,PO, 0.0188; MgSO,-7H,O 0.0156; CaCO, 3.00. Results 
and calculations are based on 100 ml. of medium. The values given are the mean 
of five quintuplicates 


Weight of Weight of 


Glucose preiens ot 
Z Final sugar calcium gluconic . 
concentration es menctincd gluconate maid Yield C.C. 
as g./100 ml. (g.) | (g.) (g.) 
—_— eeEeSeSeSeSeSSSSSS.w..O9W""“™—— mn» 
5.20 7.5 5.20 4.18 3.81 | 72.26 73.26 
9.90 7.5 9.90 9.26 8.44 85.25 85.25 
14.40 7.5 14.40 13.76 12.54 87.08 87.08 
20.34 6.5 15.09 14.52 13.23 65.04 87.67 
24.16 6.5 18.41 17.08 15.57 64.44 84.57 


6t day after which the yield started to decline. The organism presumably 

began to break down the formed gluconic acid after the 6 day. It 

may be thus concluded that 6 days incubation were enough to achieve 

the maximum yield of the acid under the given experimental conditions. 
g* 
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Effect of sugar concentration. (Table 3) 


The study of the effect of varying the concentration of the sugar in the 
fermentation medium on the acid production indicated that the total 
amount of the acid formed increased with the increase of the experimental 
sugar concentration. The best yield was recorded at 10—15°/, sugar 
concentration. No significant difference was found to occur between the 
yields obtained at these two concentrations. 


Effect of the nature of the nitrogen source. (‘Table 4) 


The study of the effect of the nature of the nitrogen source in the 
fermentation medium on gluconic acid production was achieved by 
carrying out the fermentation process on modifications of the basal 


Table 4. Effect of nature of nitrogen source on gluconic acid production 
by Aspergillus phoenicis 
Initial py value, 6.5; incubation period, 6 days; incubation temperature, 30° C. 
Composition of medium: (all quantities as g./100 ml.) glucose 15.71; KH,PO,0.0188; 
MgSO,-7H,O 0.0156; CaCO, 3.00; nitrogen sources were used in those amounts 
necessary to supply the same weight of nitrogen as was contained in 0.0388 g./ 
100 ml. of (NH,),HPO,. Results and calculations are based on 100 ml. of medium. 
The values given are the mean of five quintuplicates 


Weight of | Weight of | Weight of 


Nitrogen source Final sugar calcium gluconic Yield C.c. 
PH consumed | gluconate | acid 


(g.) () ielt (g.) 


Ammonium mono- 
hydrogen phosphate} 7.5 15.71 15.19 13.84 | 88.09 88.09 
Calcium nitrate 7.5 15.71 14.52 13.23 | 84.21 84.21 
Sodium nitrate 7.5 15.71 14.49 13.20 84.02 84.02 
Ammonium sulphate} 7.5 14.72 13.79 12.57 80.01 85.39 
Ammonium nitrate 7.5 14.55 13.10 11.94 76.00 82.06 


Peptone 7.5 15.71 14.65 13.35 84.97 84.97 
Uric acid 7.5 12.47 11.73 10.69 68.04 85.72 
Urea 7.5 11.07 10.02 | 9.13 58.11 82.47 


medium in which the ammonium phosphate was replaced by N-equiv- 
alent amounts of each of the following sources: calcium nitrate, sodium 
nitrate, ammonium sulphate, ammonium nitrate, uric acid, urea or pep- 
tone. The other nutritive constituents were kept unchanged. 

The results obtained indicated that ammonium monohydrogen phos- 
phate established the best yield of the acid. Calcium nitrate as well as 
sodium nitrate proved also to be good sources of nitrogen for the pro- 
duction of the acid. Good yields were also obtained on ammonium 
sulphate or ammonium nitrate media. As far as the organic nitrogen 
sources are concerned, peptone proved to be the most favourable source ; 
the yield obtained approached that obtained with calcium- or sodium 
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nitrate media. Thus the efficiencies of the different nitrogen sources could 
be arranged in the following descending order: Ammonium monohydrogen 
phosphate > peptone > calcium nitrate > sodium nitrate > ammoni- 
um sulphate > ammonium nitrate > uric acid > urea. 


Effect of the concentration of the nitrogen source. (Table 5) 


As ammonium monohydrogen phosphate proved to be the most 
suitable nitrogen source it was rather of interest to study the effect of 
varying the concentration of this nitrogen source on the acid yield. The 
fermentation experiments were carried out indifferent medium treatments 


Table 5. Effect of different concentrations of ammonium monohydrogen phosphate 
on gluconic acid formation by Aspergillus phoenicis 
Initial py value, 6.5; incubation period, 6 days; incubation temperature, 30° C. 
Composition of medium: (all quantities as g./100 ml.) glucose 15.71; (NH,),.HPO 
as shown in the table; KH,PO, 0.0188; MgSO, - 7H,O 0.0156; CaCO, 3.00. Results 
and calculations are based on 100 ml. of medium. The values given are the mean 
of five quintuplicates 


Concentration Final hae Sade - she oe _ 
of (NH,),HPO, Bruconl¢ Yield C.C. 
as g./100 ml. pH consumed gluconate acid 
(g.) (g.) (g.) 
0.0200 8.5 14.72 13.88 12.65 80.52 85.93 
0.0300 7.5 iss 4 14.00 12.76 81.22 84.39 
0.0388 Has ILS eA 15.10 13.76 87.58 87.58 
0.0500 75) T5701 14.26 12.99 | 82.68 82.68 
0.0600 7.5 15.71 13.70 13.48 79.43 79.43 


in which the concentration of ammonium phosphate was varied between 
0.02—0.06 g-°/,. The results obtained showed that the yield of the acid 
gradually increased with the increase of the concentration of ammonium 
monohydrogen phosphate till it reached an optimum at a concentration 


Table 6. Effect of potassium dihydrogen phosphate concentration on gluconic acid 
production by Aspergillus phoenicis 
Initial py value, 6.5; incubation period, 6 days; incubation temperature, 30° C. 
Composition of medium: (all quantities as g./100 ml.) glucose 14.39; (NH,),HPO, 
0.0388; MgSO, - 7H,0 0.0188; CaCO, 3.00; KH,PO, as shown in the table. Results 
and calculations are based on 100 ml. of medium. The values given are the mean 
of five quintuplicates 


, i Weight of Weight of 
Concepbeasioni rina foes faves piacenis Yield C6. 
O Ft ae tek pH consumed gluconate acid : 

as g./100 ml. ie ie (ps 
0.0050 8.0 13.99 13.50 12.30 85.47 87.91 
0.0100 8.0 14.07 13.72 12.50 86.86 88.84 
0.0188 7.5 14.39 14.07 12.82 89.08 89.08 
0.0250 1.5 14.39 13.82 12.59 87.49 87.49 
0.0300 7.5 14.39 13.10 11.94 82.97 82.97 
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of 0.0388 g-°/, above which further increase in the nitrogen concentration 
caused a decline in the output. 

Apparently, the variation of the experimental nitrogen concentration 
did not appreciably influence the sugar uptake by the organism, since 
complete sugar consumption was generally observed with all the nitrogen 
concentration at the end of the fermentation period. 


Effect of the potassium dihydrogen phosphate concentration. (Table 6) 


The study of the effect of the variation of potassium dihydrogen 
phosphate concentration in the fermentation medium on the acid pro- 
duction indicated that the yield increased very slightly with the increase 
of the phosphate concentration reaching a maximum at a concentration 
of 0.0188 g-°/, above which it started to decrease with further rise of the 
concentration. 


Effect of magnesium sulphate concentration. (Table 7) 


The investigation of the effect of the variation of magnesium sulphate 
concentration in the fermentation medium showed that the acid yield 
increased slightly with the increase of the concentration reaching a 


Table 7. Effect of magnesium sulphate concentration on gluconic acid production 
by Aspergillus phoenicis 
Initial px value, 6.5; incubation period, 6 days; incubation temperature, 30° C. 
Composition of medium: (all quantities as g./100 ml.) glucose 14.39; (NH,),HPO, 
0.0388; KH,PO, 0.0188; CaCO, 3.00; MgSO,-7H,O as shown in the above table. 
Results and calculations are based on 100 ml. of medium, The values given are the 
mean of five quintuplicates 


Concentration Weight of | Weightof | Weight of 
of MgSO,°7 H.0 Final sugar | calcium | gluconic | yieg C.c 

af ‘ ‘ pu consumed | gluconate | acid et, 
gles ore (adi eal ted 
0.0050 8.5 12.98 11. SSO O yrs FEI 82.97 
0.0100 8.0 13.41 12.61 11.49 / 79.84 85.68 
0.0156 7.5 14.39 13.86 12.63 | 87.76 87.76 
0.0200 7.5 14.39 1sen2 11.96 83.11 83.11 
0.0250 oie: 14.39 12.94 | 11.79 81.93 81.93 


maximum at a concentration of 0.0156°/, above which it started to 
decline with further increase of the magnesium sulphate concentration. 

Reviewing the previously mentioned findings it was concluded that 
the isolated strain of Asp. phoenicis is a good gluconic acid producer. 
On culturing the organism at the most favourable conditions and on 
the fermentation medium in which the concentrations of the different 
salts represent the optimum concentration of each individual salt, yields 
of the acid as high as 88—90°/, were actually obtained. 
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Summary 


A local strain of Asp. phoenicis proved to be a good gluconic acid 
producer. Previous experiments carried out on this organism were 
extended to investigate the influence of some culture conditions on the 
acid production when the submerged technique was applied. These 
included the investigation of the influence of the nature and concentration 
of the nutritive constituents of the fermentation medium. 
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Introduction 


Various investigators reported pronounced effects of the age of mycelial 
mats of various fungion their growth, metabolism and enzymic activities. 
Thus, the reductase contents of mycelia of Aspergillus niger was reported 
by Rosst (1929) to decrease with age. Tamiya and YasusABuRO (1929) 
found that young mycelia of Aspergillus sp. were richer in zymase. 
PROSKURIAKOY (1936) observed that glycerophosphatase extracted from 
young mycelium of Aspergillus oryzae was much more active than that 
extracted from an equal weight of older mats. ROULET and ZELLER (1945) 
reported a diminution of the rate of production of diamine oxidase by 
Mycobacterium smegmatis with age. FowpENn (1952) has found that 
culture age of Chlorella vulgaris had little effect on the protein composition 
when they were grown in media containing ammonium and _ nitrate- 
nitrogen. SOROKIN in 1957 studied the course of respiration during the 
life cycle of Chlorella cells and found that in the course of autotrophic 
growth, the respiration increases rapidly, reaches a maximum and then 
undergoes a slow decline. 

The present investigation was planned with a view to studying the 
growth, respiration and nitrogen metabolism with special reference to 
protein synthesis by mycelial mats of Fusarium culmorum of different 
ages as affected by varying the nitrogen sources in the culture media. 


Material and Methods 


The fungus used in the present investigation was Fusariwm culmorum (Smith) 
Saccardo, It was isolated from damped-off lettuce seedlings and identified by 
Dr. W. L. Gorpon of the University of Manitoba, Canada, to whom the author 
is greatly indebted. 

The technique used for the preparation of the standard mycelial mats and the 
methods used for the determination of carbon dioxide output by the mycelial 
mats as well as those used for the estimation of the various nitrogen fractions in the 


culture media and water extracts of the mycelial mats were those referred to by 
Toba and SaLama (1957). 
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A basal medium (B.M.) of the following composition was used throughout: 
sucrose 39/,; KH,PO, 0.5°/,; MgSO, - 7 H,O 0.25°/,; FeSO,- 7 H,O 0.01°/,. 


Diseussion of the Results 


In this investigation 54 samples (mycelial mats) were prepared on a medium 
of the following composition: 5°/, sucrose; 1°/, peptone; 0.5°/, KH,PO,; 0.25°/, 
MgSO, : 7 H,; 0.01°/, FeSO, - 7 H,O. At the end of 3 days two mats were used for 
the determination of the initial dry weight and nitrogen content of the mycelium. 
The remaining samples were suspended over the experimental culture solutions 
according to the following scheme: 


Sample No. Culture mediwm 
1—4 B. M. + 42 mgm. KNO,-N 
5—8 B. M. + 42 mgm. NH,NO,-N 
9—12 B. M. + 42 mgm. (NH,),S0,-N 
13—16 B. M. + 42 mgm. sodium glutamate-N 


The same treatments were repeated using 6 and 9 days old mats. The pp-value 
of all culture media so prepared was 5.4—5.5. Such px-value did not reveal any 
appreciable change throughout the whole experimental period. 

The variously treated mycelial mats were incubated at 25°C. for a period of 
48 hours, during which dry weight, respiration and nitrogen content of the various 
culture media and mycelial mats were determined at 24 hourly intervals. 


Nitrogen Utilisation 


From the results of the analyses of the various culture media for their 
nitrogen contents the amounts of nitrogen taken up by the variously 
treated mycelial mats are calculated and presented in Table 1. The results 
show that: 

Table 1. Amounts of Nitrogen Taken up by the Variously Treated Mycelial Mats 
_ (mgm. Nitrogen|mat) 


EE 


Age of : Nitrogen uptake in 
mycelial Nitrogen source 
2 : di 
ay Rabe First 24 hours Second 24 hours 48 hours 
__ days 
Potassium nitrate 4.1 ils fi 5.8 
: : NH,-N:2.5], . | NH,-N:1.4] A 5 
3 Ammonium nitrate NO,-N: rhe NO,-N 0.670 6.2 
Ammonium sulphate 4.9 3.0 fee 
Sodium glutamate 5.4 2.7 8.1 
Potassium nitrate 6.6 0.8 7.4 
5 NH,-N:3.2] 
: Ammonium nitrate | No! N.9.9/%! 0.0} 6.0 
Ammonium sulphate 7.0 1.3 8.3 
Sodium glutamate 6.6 3.9 10.5 
Potassium nitrate 9.4 0.0 8.8 
NH,-N:4.3 = 
~ Ammonium nitrate NO,-N : sayte 0.0 rin) | 
Ammonium sulphate 8.5 0.0 8.1 


Sodium glutamate 1 3.2, 14.3 
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1. Nitrogen uptake is usually rather small during the second 24 hours 
when compared with that during the first 24 hours of the experiment 
under all the experimental conditions. Such reduction in uptake cannot 
be attributed to either depletion of nitrogen or changes in py-value of the 
media, since the media failed to reveal any appreciable changes in their 
pu-values and in the meantime revealed the presence of appreciable 
amounts of nitrogen by the end of the experimental period. 

It might be possible therefore that the reduced uptake during the 
second 24 hour interval is due to the production by the fungus itself of 

staling substances which 
Table 2. The Ratio of Increase in Dry Weight impair its metabolic activi- 


of Mycelial Mats of F. culmorum to Nitrogen ties. a fact which hasalready 
Uptake from the Corresponding Medium in 48 Hours ahead ébadeved ee Buowsk 


(1925), Samp and Naguis 


Age of mycelial mats 


Nitrogen source in in days 

iia eiieicasnesttie P | : : hey (1954), Totpa and SaLEeH 
ee ee, Lee ale (1 OR Tine Roperaneanee 
Potassium nitrate 29.3 |) 17.6) 27.3 investigators. 
Ammonium nitrate 30.0 | 12.0 | 24.0 : 4 . 
Ammonium sulphate 23.0 | 12.0 | 18.5 2. The nitrogen uptake 
Sodium glutamate 28.4 23.8 24.6 from the organic nitrogen 


source used in the present 
investigation is much higher than the corresponding uptake from any of 
the inorganic nitrogen sources used under the various experimental con- 
ditions. It may be mentioned in this respect that Roppiys (1937) has 
classed organic-nitrogen as the best source of nitrogen for a good many 
number of fungi. 


3. The uptake of ammonium-nitrogen from ammonium nitrate is 
generally greater than the uptake from the nitrate-constituent of the salt. 


4. When the amounts of nitrogen taken up by the mats were calculated 
per gram dry weight it was found that the rate ofnitrogen uptake decreases 
with the increase in age of the mats. This is presumably a result of the 
diminution in the enzymic activities of the old mats than the young mats. 
Mention may be made in this respect of the work of Rosst (1929), Tamtya 
and YASUSABURO (1929), PRosKURIAKOV (1936) and RouLeT and ZELLER 
(1945), which showed decreased enzymic activities of various fungi and 
bacteria with increase in age. 

‘Table 2 gives the ratio of increase in dry weight of the mycelial mats in 
48 hours to the nitrogen uptake from the corresponding medium. The 
results show that: 


a. 3 days old mats make the best use of nitrogen source taken up in the 
building up of their new tissues, followed by the 9 days old ones, the 6 days 


old mats being the least active in the utilisation of the nitrogen sources 
provided. 
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The higher rate of nitrogen utilisation by the 9 days old mats over that 
revealed by the 6 days old ones is most probably due to the pre-starvation 
of the former mats when fed with one and the same medium for a period 
of 9 days. 

b. Potassium nitrate and sodium glutamate are the economic sources 
of nitrogen for the growth of mycelial felts of the fungus being tested, 
ammonium sulphate is the least; while ammonium nitrate occupies an 
intermediate position in this respect. 


Analysis of mycelial mats 
The results in Table 3 are the average values of the amounts of nitrogen 
recovered as protein- and total soluble-nitrogen in the variously treated 
mycelial mats. From the results in this table it can be seen that: 


Table 3. The Average Values of the Amounts of Nitrogen Recovered as Protein- and 
Total Soluble Nitrogen in the Variously Treated Mycelial Mats (in mgm. N/mat) 


First 24 hours Second 24 hours 
on a Protein Protein 
ae itrogen source i 
dium. ‘ atta enen - Total | protein} Total foe Total | protein| Total ae 
in soluble _N _N Total | Soluble _N _N Total 
days -N soluble -N soluble 
F -N -N 
Initials 8.3 | 16.65) 25.0 2.0 
Potassium nitrate 8.5 | 20.0 28.5 2.3 i. Dara Oule dO. 3.0 
a Ammonium nitrate 8.6 | 21.7 30.3 2.5 9.8 | 21.8 | 31.6 eet 
Ammonium sulphate 8.0 | 20.6 | 28.6 | 2.6 9.3 | 20.4 | 29.7 | 2.2 
Sodium glutamate 8:60) 2Ocoea| 29.00) 224 9.9 | 22.3 | 32.2 | 2.2 
Initials 16.7 | 23.4 | 40.1 1.4 
Potassium nitrate 18.9 | 26.7 45.6 1.4 15.9 | 31.8 | 47.7 2.0 
6 Ammonium nitrate eho | aeatlord 46.0 125 17.3 | 27.6 | 44.9 1.6 
Ammonium sulphate 16.5 | 28.2 | 44.7 ey 16.1 | 30.7 | 46.8 iy 
Sodium glutamate 21,2.) 25.5), 46.7 1.2 }.19-8. |, 30.38 |,.49.6))5 1:5 
Tnitials 22.6 | 25.2 47.8 Asi 
Potassium nitrate One 2 56.7 te 91.8 | 34.4 | 56.2 1.6 
9 Ammonium nitrate 23.5 | 31.6 65.1 1.3 D016 oe o2.S 1.6 
Ammonium sulphate 22a Sie | b4.1 14 -1221'6 | 31.0) $2.67 14 
Sodium glutamate 22.3 | 36.4 | 58.7 16 |-21.8 | 39.5 | 61.3 | 1.8 


1. The mycelial mats of the fungus being tested revealed a high ratio of 
protein-N to total soluble-N when 3 days old, such ratio decreases with 
the increase in age of the mycelial mats until it became quite close to 
unity when the mats were 9 days old. 

2. When the mycelial mats of different ages were fed with potassium 
nitrate for 24 hours no marked change in the ratio of protein-N to total 
soluble-N from that revealed by the corresponding initial samples was 


observed. 
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Feeding such mats with potassium nitrate-containing media for another 
24 hours led to a marked increase in the rate of protein synthesis over that 
of the total soluble nitrogen accumulation. 

3. Feeding 3 days old mycelial mats with ammonium nitrate, ammonium 
sulphate or sodium glutamate for a period of 24 hours has led to a slight 
increase in the ratio of protein-N to total soluble-N when compared with 
the initial samples. Such increase in the protein-N to total soluble-N 
ratio was exaggerated when 6 days old mats were fed with ammonium 
sulphate for 48 hours. When similarmatswere fed for the same timeinterval 

with ammonium nitrate 
Table4. Protein Synthesis bytheVariously Treated or sodium glutamate they 


Mycelial Mats of F. culmorum for 48 Hours as 1. ealed but aslight ch 
ght change 
Per Cent of the Nitrogen Uptake from the Corre- fi (phOteE NEO taleeols 


sponding Media 
uble-N ratio when compared 
nee ihe fos ca to the initial samples. 
3 | 6 | 9 The 9 days old mats, on 
the other hand, revealed a 


Nitrogen source in 
the culture medium 


Potassium nitrate 104.0 | 113.5 | 105.0 


ced i i rote- 
Ammonium nitrate 83.0 | 70.0| 935 marked ervaete ae na + 
Ammonium sulphate 49.5 | 88.0| 71.5  im-N to total soluble- 
Sodium glutamate 69.7 | 65.5 |100.0 ratios when fed with am- 


monium nitrate, ammoni- 

um sulphate or sodium glutamate for 48 hours. Such increase being 
greatest in case of sodium glutamate followed by ammonium sulphate, 
the least increase being observed in case of ammonium nitrate. 

Calculation of the amounts of protein synthesised by the variously 
treated mycelial mats for 48 hours as per cent of the nitrogen uptake 
from the corresponding media (Table 4), revealed that potassium nitrate 
is the most and ammonium sulphate is the least efficient nitrogen source 
for the synthesis of protein-N by the mycelial felts of the fungus being 
tested, ammonium nitrate and sodium glutamate occupying an inter- 
mediate position in this respect. 

Table 4 also shows that the age of the mycelial mats does not play any 
important regular effect on the rate of protein synthesis from the sources 
of nitrogen used in this investigation. 


Carbon dioxide-output by the mycelial mats 


The average values of the amounts of carbon dioxide given off by, the 
variously treated mycelial mats during the various experimental periods 
are plotted graphically in Fig. 1. This figure shows that: 

1. The lowest amounts of carbon dioxide given off were by mycelial 
mats suspended over sodium glutamate-containing media. No regular 
difference were observed between the amounts of carbon dioxide output 
by mats suspended over the other three media. 
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2. The carbon dioxide-output per gram dry weight decreases with the 
increase in age of the mats (Fig. 2). 

The ratio between the increase in dry weight of the mycelial mats and 
the amounts of carbon dioxide given off by the corresponding mats 


(Table 5) revealed that 
the new mycelial material 
was built with the least 
expenditure of energy 
when the mats were fed 
with media containing 
sodium glutamate. Potas- 
sium nitrate was the sec- 
ond best nitrogen source 
in this respect whereas 
the amounts of energy 
utilised by mycelial mats 
suspended over media 


containing ammonium 
nitrate or ammonium 
sulphate were much high- 


er than those recorded 
in cases of media con- 
taining either of the other 
two nitrogen sources. 


Dry weight of the 

mycelial mats 

The mycelial dry 
weights of the variously 
treated mycelial mats 
are given in Table 6. 
The results show that: 

1. The increase in dry 
weight of the mycelial 
mats fed with peptone- 
containing media (ini- 
tials) is much more pro- 
nounced between the first 
and second experimental 
periods (i. e. 3 and 
6 days) than between 
the last 2 periods (i. e. 6 
and 9 days). 


mg CO, cutout /q chy weight 


Time 


Fig. 1. Carbon dioxide-output by the mycelial mats of F. 

culmorum suspended over media containing different nitrogen 

sources during the various experimental periods. (Calculated 
as mgm. carbon dioxide-output/mat). 
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Fig. 2. Carbon dioxide-output by the mycelial mats of F. 

culmorum suspended over media containing different nitro- 

gen sources during the various experimental periods, 

(Calculated as mgm. carbon dioxide-output/1 gm. dry 
weight). 


Table 5. The Ratio Between the Increase in Dry 
Weight and Carbon Dioxide Output 


Age of mycelial mats 


Nitrogen source in in days 
the culture medium 
3 | 6 | 9 

Pee ea BG A eee net ee 
Potassium nitrate 2.3 3.5 Do, 
Ammonium nitrate 2.0 4.4 3.5, 
Ammonium sulphate 129) 5.9 3.2 
Sodium glutamate 1.3 igh | 1.4 
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2. Sodium glutamate supports the best growth of the mycelial mats of 
the fungus being tested, the other 3 nitrogen sources supporting almost 
equal growth except in case of the 9 days old mats when potassium nitrate 
supported better growth than the two ammonium-containing nitrogen 
sources. 


Table 6. Dry Weights of the Variously Treated Mycelial Mats (in mgms) 
pe eee SE ie ee a ee 
Age of mycelial mats in days 


Nitrogen source in 3 6 9 
ame Cun e Se aeDEL First | Second First | Second | First Second 
24 hours | 24hours | 24hours | 24hours | 24 hours | 24 hours 
Initials 362 + 10.6 900 + 28.2] 1100 + 14.1 
Potassium nitrate 462 | 532 995 1030 1350 1340 
+10.6 | +17.7 | +14.1 | 414.1 | +28.2 + 28.2 
Ammonium nitrate 480 547 1000 972 | 1390 1270 
+28.2 | +17.7 | +36.7 | +10.6 | +28.2 | +70.7 
Ammonium sulphate 480 | 540 937 1000 1230 1250 
+14.1 | +21.2 | + 3.6 | 414.1 | 428.2 | +28.2 
Sodium glutamate 502 592 1025 | 1150 1365 1450 
+10.6 | +10.6 | +21.2 ) +42.4 | +21.2 +0.0 


Summary of Conclusions 

The results of the present investigation showed that: 

1. Nitrogen-uptake from sodium glutamate was greater than the 
corresponding uptake from potassium nitrate, ammonium nitrate or 
ammonium sulphate. 

2. The uptake of ammonium-nitrogen from ammonium nitrate was 
generally greater than the uptake from nitrate constituent of the salt. 

3. The rate of nitrogen-uptake decreases with the increase in age of the 
mycelial mats. 

4. Three days old mats make the best use of the nitrogen source taken 
up in the building up of their new tissues followed by the nine days old 
ones, the six days old mats being the least active in the utilisation of the 
nitrogen sources provided. 

5. Potassium nitrate and sodium glutamate are the most economic 
sources of nitrogen for the growth of mycelial felts of the fungus being 
tested, ammonium sulphate is the least, while ammonium nitrate occupies 
an intermediate position in this respect. 

6. The ratio of protein-nitrogen to total soluble nitrogen decreases with 
the increase in age of the mycelial mats. 

7. Potassium nitrate is the most and ammonium sulphate is the least 
efficient nitrogen source for the synthesis of protein-nitrogen by the 
mycelial felts of the fungus being tested; ammonium nitrate and sodium 
glutamate occupying an intermediate position in this respect. 
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8. The age of the mycelial mats does not play any important regular 
effect on the rate of protein synthesis from the sources of nitrogen used in 
this investigation. 

9. Carbon dioxide-output per gram dry weight of the mycelium decreases 
with the increase in age of the mats. 

10. New mycelial material was built with the least expenditure of 
energy when the mats were fed with media containing sodium glutamate; 
potassium nitrate was the second best nitrogen source in this respect, 
whereas the amounts of energy utilised by the mycelial mats suspended 
over media containing ammonium nitrate or ammonium sulphate were 
much greater than those recorded in cases of media containing either of 
the other two nitrogen sources. 

11. Sodium glutamate supported the best growth of the mycelial mats 
of the fungus being tested. 


Acknowledgement: The author is greatly indebted to Dr. M. K. Tousa, 
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Aus der Mikrobiologischen Abteilung des Staatsinstitutes fiir Allgemeine Botanik 
und Botanischer Garten Hamburg 


Untersuchungen iiber den mikrobiellen Celluloseabbau 
in der Elbe 


Von 
GERHARD RHEINHEIMER 


Mit 4 Textabbildungen 


(Hingegangen am 7. Januar 1960) 


Der mikrobielle Celluloseabbau ist bereits eingehend in Seen, Teichen 
und Kiistengewassern untersucht worden, wahrend iiber die Verhaltnisse 
in Flissen bisher nur verhaltnismaBig wenige Beobachtungen vorliegen 
(v. Branpt u. Kuust 1950, v. Branpt 1953). Deshalb wurde im Rahmen 
einer mikrobiologischen Untersuchung der Elbe zwischen Schnackenburg 
und Hamburg auch der Celluloseabbau im FluB geprift. Da zu allen 
Jahreszeiten reichlich celluloseabbauende Mikroorganismen nachgewie- 
sen werden konnten, sollte deren Aktivitat an verschiedenen Stellen eines 
etwa 100 km langen Stromabschnittes aufgeklart werden. 


Untersuchungsgebiet und Methodik 


Die Untersuchungen wurden in der Elbe bei den folgenden 4 Orten (Abb. 1) 
ausgefiihrt: Démitz (km 505), Bleckede (km 550), Hohnstorf (km 569) und Zollen- 
spieker (km 598). Die ersten 3 befinden sich im normalen FluBbereich, der letzte 
liegt bereits im Tidegebiet. Der bearbeitete Teil des Stromes zeigt auf seiner ganzen 
Strecke eine Verbesserung seiner Wassergiite, die nur selten voriibergehend gestért 
wird. Das driickt sich vor allem in der Abnahme des Sauerstoffdefizits, des Ammo- 
niakgehaltes und der Keimzahl aus. (Monatsberichte der W.S.D. Hamburg, RHErN- 
HEIMER 1959). Zum Nachweis von celluloseabbauenden Bakterien wurde den Elb- 
wasserproben jeweils die gleiche Menge Itersonsche Nahrlésung (0,5g KNO,; 0,2 ¢ 
K,HPO, in 100 ml Leitungswasser) und ein sterilisiertes Filtrierpapierblattchen 
zugegeben. Nach einer 2—10tigigen Bebriitung bei 25°C zeigten sich zunachst 
lebhaft gefarbte Flecken auf den Blaittchen und bald darauf mehr oder weniger 
starke Auflésungserscheinungen, die das Vorhandensein von Cellulosezersetzern 
anzeigen. 


Als Ma fiir die Aktivitaét der celluloseabbauenden Bakterien im FluB 
diente der Zersetzungsgrad eines genormten Baumwollzwirns Nm 50/15, 
wie er von Seiten der Netzforschung fiir entsprechende Versuche verwen- 
det wird, so dafs cine Vergleichsméglichkeit gegeben ist. Die Priifung 
erfolgte mit einem Koch-Festigkeitspriifer im Institut fiir Netz- und 
Materialforschung in Hamburg. Es wurde dann die prozentuale ZerreiB- 
festigkeit gegeniiber dem ungewisserten Garn ermittelt. 
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Abb.1. Die Elbe zwischen Wittenberge und Hamburg mit den Untersuchungsorten (schwarze Punkte) 
und deren Kilometer-Zahlen 


Die iibliche Methode des Einhingens von kleinen Garn- 
biindeln in den Flu8 bewahrte sich nicht, weil diese durch 
Schiffahrt und Treibgut haufig mechanisch beschadigt oder 
abgerissen wurden. Es fanden daher durchbohrte Bleirohre 
(siehe Abb.2) Verwendung, in denen jeweils 4 Faden so be- 
festigt werden kénnen, da® sie sich gegenseitig nicht be- 
riihren. Die Rohre wurden dann an Bojen (bei Démitz, 
Bleckede und Zollenspieker) oder an einem eisernen Ponton 
(bei Hohnstorf) im Strom befestigt. Sie blieben stets 7 Tage 
im Wasser und wurden nach dem Herausnehmen sofort an 
einem luftigen Ort zum Trocknen aufgehingt. Das Ein- und 
Ausbringen iibernahmen freundlicherweise die AuBenstellen 
der Wasser- und Schiffahrtsverwaltung. Aus technischen 
Griinden konnten nicht immer alle 4 Rohre am gleichen Tage 
eingehingt werden; das mufte aber bei der langen Unter- 
suchungsstrecke in Kauf genommen werden. Dennoch sind 
geniigend gleichzeitig gewonnene Ergebnisse vorhanden, um 
einen guten Uberblick iiber den Abbau der Cellulose in dem 
untersuchten FluBabschnitt zu gewahrleisten. 

Von den jeweils 4 gefundenen Werten wurden die beiden 
Extreme verworfen und von den 2 iibrigen der Mittelwert er- 
rechnet. Die Ubereinstimmung war im allgemeinen recht 
gut. Das anderte sich auch bei Ausbringen von 2 Rohren an 
der gleichen Stelle nicht. 


Abb.2. Versuchsrohre aus Blei zur Bestimmung der Cellulosezersetzung in flieSenden Gewéissern 


Die Untersuchungsergebnisse 


Vom Herbst 1956 bis Sommer 1957 wurden an mehreren Stellen der 
Elbe zu verschiedenen Zeitpunkten Wasserproben entnommen und auf 


das Vorhandensein von celluloseabbauenden Mikroorganismen geprift. 
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Es ergab sich, daB diese sowohl im Sommer als auch im Winter in reich- 
lichem Mae im Elbwasser vorhanden sind. Entsprechend den guten 
Sauerstoffverhaltnissen diirfte es sich im Flu8 um einen aeroben Cellulose- 
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Abb.3. Wassertemperatur (10-Tage-Durchschnitt in °C) und Celluloseabbau (Abnahme der ZerreiB- 
festigkeit von Baumwollzwirn Nm 50/15 nach 7 Tagen in Prozent) im FluBwasser bei Démitz, Bleckede, 
Hohnstorf und Zollenspieker 


abbau handeln, der hier fast ausschlieBlich durch Bakterien erfolgt 
(v. BRANDT 1953). 

Mehrere Autoren haben festgestellt, da in Seen, Teichen und Kiisten- 
gewassern die Zellulosezersetzung im Winter stark zuriickgeht (v. 
Branpv u. Kiust 1950). Die von mir vorgenommenen Aktivitatsbestim- 
mungen in der Elbe sollten klaren, ob die enge Beziehung zwischen Was- 
sertemperatur und Celluloseabbau auch in einem gréBeren Strom besteht 
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und wie sich diese an verschiedenen Punkten eines beziiglich seiner chemi- 
schen und mikrobiologischen Verhaltnisse gut bekannten FluBabschnittes 
(Monatsberichte der W. 8. D. Hamburg, RHEINHEIMER 1959 u. 1960) ver- 
halten. Wie erwartet, zeigte sich auch im FluBwasser die Abhangigkeit 
der Cellulosezersetzung von der Hohe der Wassertemperatur. Abb.3 laBt 
klar erkennen, da8 nur in der warmen Jahreszeit von Mai bis Oktober ein 
nennenswerter Abbau von Cellulose vor sich geht und dais dieser im 
Winter fast véllig zum Stillstand kommt. Auch bei 14tagigem Aufenthalt 
der Faden im Wasser 
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die niedrige Wassertem- £ibe re Bae eo Soa 
peratur sind diese aber  pbb.4. Celluloseabbau (Abnahme der ZerreiBfestigkeit von 
inaktiv. Moglicherweise Baumwollzwirn Nm 50/15 nach 2 Tagen in Prozent) und 
h x - Keimzahl (Keime pro Milliliter) im Elbwasser bei Démitz 
liegen dhnliche Verhalt- (km 505), Bleckede (km 550), Hohnstorf (km 569) und 
nisse wie bei den Gesamt- Zollenspieker (km 598). Mittelwerte von Mitte Mai bis Ende 
September 1958 

keimen vor, deren Zahl 

sich in der kalten Jahreszeit sogar betrachtlich erhoht, wahrend ihre 
Aktivitat sich ebenfalls vermindert (RHEINHEIMER 1960). 

Das AusmaB des Celluloseabbaues ist aber nach den ZerreiBbfestigkeits- 
kurven der Abb. 3 fiir die 4 Probestellen in den Sommermonaten recht 
unterschiedlich. So treten bei Démitz, dem am weitesten fluBaufwarts 
gelegenen Untersuchungspunkt, sehr starke UnregelmaBigkeiten auf, 
wahrend bei Zollenspieker, der untersten MeBstelle, die Kurve kaum 
nennenswerte sommerliche Schwankungen erkennen 1iBt. Die ZerreiB- 
festigkeit des Garnes wird im Winter nicht verringert. Bei Uberschreiten 
einer Wassertemperatur von 12—15°C nimmt sie dann sehr schnell ab 
und geht um 80—90°/, zuriick. Im Herbst erhoht sich die Zerreif®festig- 
keit nach Unterschreiten der genannten Temperaturschwelle ebenso 
plotzlich wieder. Grundsatzlich verhalten sich darin alle Kurven gleich. 
Die sommerlichen Schwankungen nehmen jedoch fluBaufwarts ein immer 
groBeres Ausmaf an, und der fir die Zeit von Mitte Mai bis Ende Septem- 
ber 1958 ermittelte Durchschnittswert ist bei Domitz betrachtlich gerin- 
ger als bei Zollenspieker (siehe Abb.4). In dem durch die Abwasser von 
Wittenberge und dem mitteldeutschen Industriegebiet am starksten ver- 
unreinigten oberen Abschnitt der Untersuchungsstrecke (Monatsberichte 

Q* 
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der W. S. D. Hamburg, RuEINHEIMER 1959 u. 1960) findet somit im 
Sommer eine geringere und viel ungleichmaBigere Cellulosezersetzung 
statt als in dem unteren, weniger verunreinigten FluB8abschnitt. Der Ver- 
gleich mit den fiir Mitte Mai bis Ende September 1958 gewonnenen Durch- 
schnittskeimzahlen zeigt, daB der héchsten Keimzahl bei Démitz die 
geringste Cellulosezersetzung entspricht und der niedrigsten Keimzahl 
bei Zollenspieker der starkste Celluloseabbau. Die zwischen diesen beiden 
Orten liegenden Mefstellen bei Bleckede und Hohnstorf haben in beiden 
Fallen mittlere Werte. Ganz entsprechend verhalten sich auch die Ergeb- 
nisse der im zweiten Halbjahr 1957 ausgefiihrten Vorversuche bei Démitz, 
Bleckede und Hohnstorf. 

Uber die Ursache des umgekehrten Verhaltens von Keimzahl 
und Celluloseabbau kénnen einstweilen nur Vermutungen angestellt 
werden. Es ist sowohl an die Konkurrenz verschiedener Organismen um 
bestimmte Nahr- und Wirkstoffe zu denken als auch an die Wirkung eines 
eventuell aus den Abwassern der chemischen Industrie stammenden 
Hemmstoffes. Auch muB daran erinnert werden, daf die zur Bestimmung 
der Keimzahlen benutzte Methode vor allem die Faulnisbakterien erfaBt 
(RHEINHEIMER 1960), jedoch nur einen kleinen Teil der Cellulosezersetzer. 
Betrachtet man nun die Zerreibfestigkeit des in den Strom eingehangten 
Baumwollfadens als Ma8 fiir die Zahl der Cellulosezersetzer, so zeigt sich, 
daB auf dem Langsprofil von Schnackenburg bis kurz vor Hamburg wah- 
rend des Sommers die Faulnisbakterien an Zahl ab- und die Cellulose- 
zersetzer zunehmen. Es ist nun eine bekannte Tatsache, daB im Erdboden 
nach Einbringung von organischen Riickstaénden zuerst deren Eiweib- 
stoffe und erst spater die Cellulosebestandteile abgebaut werden (WaAks- 
MAN 1952). Demnach kénnten in die Elbe eingeleitete organische Abwas- 
ser zu einer ganz ahnlichen Metabiose fiihren. Allerdings wiire sie hier, 
bedingt durch die Wasserstrémung, auch raéumlich auseinandergezogen. 
Diese an sich naheliegende Annahme bedarf natiirlich noch der Nach- 
prifung. 

Die in der Elbe gewonnenen Werte des sommerlichen Celluloseabbaues 
hegen bei allen 4 Mefpunkten meist betrachtlich héher als die von 
BranptT u. Kiust 1950 angegebenen Abbauwerte in Seen und Kiisten- 
gewassern. So wurde im Hafen von Cuxhaven nach 7 Tagen sogar bei der 
hohen Wassertemperatur von 20,4°C im August 1947 die ZerreiBfestigkeit 
der Faden héchstens um 40°/, herabgesetzt gegeniiber einer von mir 
beobachteten Abnahme von 75—95°/, in der Elbe bei Zollenspieker, 
Hohnstorf und Bleckede. Lediglich bei Démitz wurde einmal im August 
1958 eine Abnahme der Zerreiffestigkeit von nur 40°/, festgestellt. Die 
von den genannten Autoren fiir verschiedene Seen angegebenen Daten 
zeigen einen noch wesentlich geringeren Celluloseabbau in stehenden 
Gewiissern. 
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Diese vergleichsweise starke Cellulosezersetzung in der Elbe (und sicher 
auch in anderen Fliissen) diirfte durch deren héheren Gehalt an Detritus 
verursacht werden, der vorwiegend aus cellulosehaltigem Material 
pflanzlicher Herkunft besteht und so ein Bakterientrager ersten Ranges 
ist. In einem relativ sauberen, detritusarmen Bach (Schlitzbach in Hessen) 
wurden 1951 und 1952 ahnliche Werte wie bei Cuxhaven gefunden 
(v. Branpt 1953). Der Celluloseabbau war demnach auch hier geringer 
als in der Elbe. 


Es scheint also, daB der hohe Gehalt des Elbwassers an Schwebestoffen 
die Ursache fiir die verhaltnismaBig groBe Zahl der celluloseabbauenden 
Bakterien ist; die hdhere Abwasserbelastung im oberen Untersuchungs- 
teil bewirkt wahrscheinlich im Sommer eine gewisse Hemmung ihrer 
Aktivitat. 


Zusammenfassung 


Zwischen Démitz und Zollenspieker wurden in der Elbe Untersuchun- 
gen uber den mikrobiellen Celluloseabbau angestellt. 


In allen Jahreszeiten konnten celluloseabbauende Bakterien nachge- 
wiesen werden. Deren Aktivitat zeigte aber im Flu8 ein ausgepragtes 
Sommermaximum und einen starken Riickgang im Winter. Auf der etwa 
100 km langen Untersuchungsstrecke wurde in der warmen Jahreszeit 
eine Zunahme des Celluloseabbaues im Elbwasser beobachtet, die mit der 
Abnahme der Keimzahl einhergeht. 


Die sommerliche Aktivitat der Cellulosezersetzer ist in der Elbe be- 
traichtlich gréBer als in Kiistengewadssern, sauberen Bachen, Seen und 
Teichen. Die Ursache dafiir diirfte der hohe Gehalt des Elbwassers an 
Schwebestoffen sein, die grdBtenteils pflanzlicher Herkunft sind. 


Die Mittel fiir die vorliegenden Untersuchungen wurden von der Wasser- und 
Schiffahrtsdirektion Hamburg bereitgestellt. Dem Leiter der mikrobiologischen 
Abteilung im Staatsinstitut fiir Allgemeine Botanik in Hamburg, Herrn Prof. Dr. 
ENGEL, méchte ich fiir seine vielen Anregungen herzlich danken. Herr Dr. Kiusr 
im Institut fiir Netz- und Materialpriifung stellte freundlicherweise eine ZerreiB- 
maschine zur Verfiigung. Dank schulde ich auch dem Wasser- und Schiffahrtsamt 
Hitzacker und den AuBenbeamten in Bleckede, Hohnstorf und Zollenspieker, die 
das Ein- und Ausbringen der Rohre besorgten, sowie Herrn WenpT in der Werkstatt 
des Institutes fiir Allgemeine Botanik, der mit grofBem Geschick die Untersuchungs- 
réhren herstellte. 
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Enzymatic Studies on the Spores of Aspergillus niger 
Part. I. Catalase 


By 
G. M. BHATNAGAR and P. S. KRISHNAN 


(Received January 12, 1960) 


The enzyme activity of resting spores of bacteria and the biochemical 
changes occurring during the various phases of their germination have 
received considerable attention during recent years (HALVORSON 1957; 
Hatyvorson and Cuurcu 1957). Continuing their investigations (BHat- 
NAGAR and KrisHNAN 1959 a) on the metabolism of the spores of Asper- 
gillus niger, the present authors have now studied two enzymes, catalase, 
which is present in the resting spores, and phosphatase(s) appearing 
during germination. Our observations on catalase are recorded in this 
paper; an accompanying communication (BHATNAGAR and KRISHNAN 
1960) deals with phosphatase(s). 


Materials and Methods 
Preparation of Spore Materials 


Spores of A. niger, strain NRRL 599, were collected as already described 
(BHATNAGAR and KrisHNAN 1959a), dried in a desiccator in the cold in vacuo and 
stored at 0°C. For determination of catalase activity 1 g. of the spores was either 
suspended as such in 25 ml. ice-cold water or disrupted by grinding in a chilled 
mortar with sand and water (BHATNAGAR and KrisHNan 1959b), and the suspen- 
sion made to 25 ml. One ml. aliquots of the preparations were used in the enzyme 
assay. In other experiments 1 g. of the spores was germinated by suspending in 
20 ml. of synthetic growth medium, adjusted to py 2, and containing added Zn**, 
Mn++ and Fet+ (BuaTnaGar and KrisHnan 1959a) and agitating in a Gump 
shaker at 27—30°C. The morphological changes undergone by the spores during 
germination were followed microscopically. After 14 hours of incubation the spores 
were collected by filtration and washed free from metabolic fluid with cold distilled 
water. The washed germinated material was assayed both in the intact state and 
after disrupting by grinding with sand and water. The distribution of activity in 
homogenates was studied by centrifuging ground suspensions, separating the super- 
natant and suspending the residue in water. In still other experiments the spores 
were utilized fresh immediately after harvesting (without drying in a vacuum 
desiccator), repeatedly washed with water (and in a few experiments with phos- 
phate buffer of px 6.8) and activity determined both on the wet spores and on 
large aliquots of the wash liquid. The former assay was carried out by suspending 
one g. of the spores in 25 ml. of water and taking 1 ml. aliquots for the assay; 
other samples of the suspension were heated at 90°C. to obtain the corresponding 


dry weight. 
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Assay of Catalase Activity 


The catalase activity in the various preparations was measured essentially 
according to EuLER and JosEpuHson (1927). The reaction was of approximately the 
first order under the conditions specified, but as with catalase of plant and animal 
origin, significant destruction of the enzyme by the H,O, occurred, causing falling 
values of K. Following Sumner (1941), Ky, the value of K at zero time, was deter- 
mined by extrapolation. The amount of enzyme taken was so adjusted that Ky 
fell between 0.02 and 0.05. It was then found that the value of K was directly 
proportional to the amount of enzyme taken. The analytical data are recorded in the 
tables in terms of the K values per ml. of spore suspension, or preparation, containing, 
or corresponding to, 1 g. of spores per 25 ml. 


Experimental Results 
1. Catalase Activity of Resting and Germinated Spores 


The results of assay obtained with whole and ground resting and 
germinated spores are given in Table 1. The data show that freshly 


Table 1. Activity of Catalase in Spores of A. niger, Strain NRRL 599 


plepng Snore i) Gormalpaied. sqees dae 
ch - Wet Desiccator dried 
minutes On fresh On dry ‘ Whole Disrupted 
weight basis | weight basis Whole Disrupted 
Velocity constant, K, per ml. of spore preparation 

3 0.0278 0.0340 0.0369 0.0494 0.0082 0.0195 

6 0.0271 0.0337 0.0340 0.0479 0.0079 0.0193 

9 0.0267 0.0326 0.0335 0.0460 0.0080 0.0189 
12 0.0269 0.0332 0.0320 0.0464 0.0072 0.0183 
15 0.0256 0.0315 0.0314 0.0440 0.0064 0.0185 
18 0.0334 | 0.0464 


harvested intact spores had catalase activity. Since there was no activity 
in the wash fluid, the conclusion may be drawn that catalase was firmly 
associated with the spores. The data also showed that catalase activity 
was retained in the desiccator-dried spores, indicating that the enzyme 
was resistant to drying in vacuo over CaCl,. The activity of the desiccated 
spores was increased by about 50°/) when the material was ground prior to 
assay. On germination for 14 hours there was a marked drop in the 
catalase activity of whole spores; when the germinated spores were 
disrupted the enzymic activity increased by about 150°/). 


2. Stability of Enzyme on Storage 
The results obtained with respect to the stability on storage of catalase 
of whole and ground resting spores are given in Table 2. The data show 
that the catalase activity of the suspension of the desiccated whole spores 
was fairly stable. Storage overnight in the refrigerator did not lead to 
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significant diminution in activity, but at the end of one week’s storage the 
activity was found to have decreased by about 60°/,. The enzyme was less 
stable when stored at room temperature. The ground spores lost about 
20°/, of activity when stored for 24 hours at room temperature; stored at 


Table 2. Stability of Catalase Activity of Spore Preparations on Storage 


Suspension of desiccated whole spores Suspension of disrupted spores 


Stored at Stored at 


Zero degree C., for Room 
temp. for 


24 hours 7 days 24 hours 


Initial Initial Zero degree C., for Room 
temp. for 


3 days 7 days 24 hours 


Velocity constant, K, per ml. of spore preparation 


3 0.0375 | 0.0369 | 0.0154 | 0.0329 | 0.0494 | 0.0501 | 0.0420 | 0.0407 
6 0.0358 | 0.0340 | 0.0153 | 0.0326 | 0.0479 | 0.0467 | 0.0421 | 0.0393 
5 0.0348 | 0.0335 | 0.0144 | 0.0322 | 0.0460 | 0.0454 | 0.0405 | 0.0344 
12 0.0349 | 0.0320 | 0.0142 | 0.0321 | 0.0464 | 0.0460 | 0.0382 | 0.0334 
15 0.0335 | 0.0314 | 0.0144 | 0.0325 | 0.0440 | 0.0455 | 0.0375 | 0.0338 
18 0.0337 | 0.0304 0.0464 | 0.0461 | 0.0372 | 0.0321 


0°C., the activity was found to be remarkably constant. The results, thus, 
showed that the storage-stability of the enzyme in the cold was greater in 
the broken cell preparation than in the suspension of the intact resting 
spores. 


3. Heat-stability of Catalase of Resting Spores 


A suspension of 200 mg. of the desiccated resting spores in 5 ml. of 
water was heated for specific periods in baths maintained at 70°C, and 


Table 3. Heat-stability of Catalase of Spore Preparations 


Suspension of disrupted spores 


Suspension of desiccated whole spores 


Time 
in Tnitial, Heated at Initial, | Heated at 
minutes] without | 79°C. for | 98°C. for | Without | 7o° ©. for 98°C. for 
heating 5 minutes | 1 minute | heating | 5 minutes | 4 minute | 5 minutes 


Velocity constant, K, per ml. of spore preparation 
3 0.0369 0.0078 0.0083, | 0.0501 0.0493 0.0278 0.0083 
6 0.0340 0.0079 0.0058 | 0.0467 0.0425 0.0271 0.0058 
9 0.0335 0.0069 0.0039 | 0.0454 0.0416 0.0267 0.0051 

12 0.0320 0.0070 0.0042 | 0.0460 0.0390 0.0269 0.0038 

15 0.0314 0.0074 0.0034 | 0.0455 0.0395 0.0256 0.0034 

18 0.0304 0.0070 0.0028 | 0.0461 0.0388 0.0028 


98°C. and assayed for catalase activity. Similar experiments were per- 
formed with broken cell preparations. The data are given in Table 3. It 
can be seen from the results that when a suspension of whole spores was 


134 G. M. Boarnacar and P. 8. KRISHNAN: 


heated at 70°C. for 5 min. or at 98°C. for 1 min. the activity was reduced 
by about 80°/,. On the other hand, when the ground spore preparation 
was heated for 5 min. at 70°C. the activity of enzyme was reduced by less 
than 5°/,. Heated at 98°C. for 1 min., the activity of the ground prepara- 
tion was reduced by about 45°/,; 5 min. at 98°C. resulted in destruction 
of over 80°/, of the activity. Catalase activity was, thus, apparently more 
heat-stable in broken cell preparations than in suspensions of intact spores. 


4. Heat-lability of Catalase 


Table 4. ; 
a of Germinated Spores 


Heat-lability of Catalase of Germinated Spores 
Time in Initial, Heated at Spores germinated for 
minutes | without heating | 70°C. for 5 minutes 14 hours were ground with 

sand and water. The result- 


Velocity constant, K, per ml. of spores preparation. 3 
q Havers ueee ing suspension was tested 


: eet raee for the response of its cata- 
9 0.0176 0.0081 lase activity to heat-treat- 
12 0.0175 0.0082 ment for 5 min. at 70°C. 
15 0.0170 0.0076 The analytical values are 


reported in Table 4. The 
results show that broken cell preparations of germinated spores, unlike 
the corresponding preparations from resting spores, lost their activity 
rapidly on heating at 70°C. 


5. Effect of Inhibitors on Catalase Activity of Disrupted Spores 
One ml. of the inhibitor (azide, cyanide or fluoride) in 1-10-?m con- 
centration was added to 49 ml. of H,O, prior to the addition of the enzyme 
preparation. The results of activity determination showed that azide 
inhibited catalase activity by more than 90°/, and cyanide by about 80°/,. 
Fluoride, in the concentration used, resulted in only 6°/, of inhibition. 


6. Localization of Catalase Activity in Spore Homogenates 
Spores were disrupted by grinding with sand and water in a pestle and 
mortar. Aliquots of the homogenate were assayed for catalase activity. 
The bulk of the homogenate was centrifuged in the cold at 500g., the 


Table 5. Localization of Catalase Activity in Spore Homogenate 


Time in Whole t ‘ Suspension °/, activity °/, nitrogen 
minutes | homogenate Supernatant of residue in sapeanitant in daperastent 
Velocity constant, K, per ml. 
3 | 0.0445 | 0.0215 0.0201 53.2 52.0 
6  6| 0.0434 0.0208 0.0199 
9 | 0.0428 0.0200 0.0192 
12 | 0.0419 0.0197 0.0190 
15 | 0.0418 0.0195 0.0189 
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supernatant separated, the residue suspended in water and the two 
fractions assayed separately for enzymic activity after making to the 
initial volume of homogenate. Simultaneous analysis of nitrogen enabled 
its partition in the fractions. The results are given in Table 5. 


Discussion 

From a physiological and biochemical point of view three phases of 
spores have to be distinguished, the dormant (or resting), the acti- 
vated and the germinated. The study of the constitutive enzymic pat- 
tern of resting bacterial spores and the appearance of functional enzymes, 
partly constitutive and partly adaptive, during activation and germina- 
tion, has received considerable attention during recent years, with partic- 
ular reference to Bacillus cereus var. terminalis (HALVORSON 1957). Spore 
enzymes fall into three main groups, namely, active, inactive, and 
dormant. The so called active enzymes are those which can be 
demonstrated in the intact resting spores, whereas the inactive en- 
zymes can be demonstrated only after rupture of the resting spores. The 
dormant enzymes are those which become active in vivo only after 
suitable activation. 

It ist not certain whether the findings with respect to bacterial spores 
can be applied as such to mold spores as well. GorrLiEB (1950), in his 
review of the physiology of spores germination, lists the enzymes carb- 
oxylase, phaeohemin oxidase, catalase, peroxidase, urease, glucosidase 
esterase, nuclease, invertase, chymase, amylase, phytase and peptase, as 
oceurring in spores. Manpeus (1951, 1953, 1954) reported that intact 
viable fungal spores of M yrothecium verrucaria and Asp. luchuensis contain 
carbohydrases, an atypical ascorbic acid oxidase and a sulfhydril oxidase, 
which are unnecessary for the metabolic activity of the cell and which 
are apparently localized on the external surface of the plasma membrane 
of the spores. SussMAN and coworkers (1956) carried out detailed studies 
on the ascospores of Newrospora tetrasperma, and concluded that activa- 
tion induced the origin of a glycolytic system which may operate through 
Krebs tricarboxylic acid cycle and that germination required the in- 
duction of an oxidative type of metabolism which was different from that 
found in dormant ascospores. The process of activation could not be 
explained in terms of activation of pyruvic carboxylase, ethanol dehydro- 
genase and cytochrome oxidase. Suu and LEDINGHAM (1956) demonstrat- 
ed that glucose-6-phosphate oxidation pathway is actively involved in 
carbohydrate metabolism in the uredospores of wheat stem rust. YANA- 
arta (1957) made a detailed study of the overall biochemical aspects of 
the synchronized germination of the conidiospores of Asp. niger, strain 
1617. Guurie and Knreut (1958) demonstrated that the formation of 
ketones from fatty acids was definitely associated with the spores and 
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not with the mycelium of Penicillium roqueforti. However, its relation to 
dormancy and germination could not be explained. HargseutTu and 
Rupowpx (1959) investigated the general effects of heat activation of 
sporangiospores of Phycomyces blakesleeanus. BHATNAGAR and KRISHNAN 
(1959 a) studied various factors affecting the oxygen uptake by the spores 
of Asp. niger inoculated into a synthetic medium; experiments with 
inhibitors revealed the possible operation of the glycolytic pathway 
during germination. STAPLES and WEINSTEIN (1959) established the dark 
CO, fixation by uredospores of rust fungi, yielding malic, malonic and 
aspartic acids as early products; other intermediates of the Krebs cycle 
also became labeled during longer periods of fixation. They also obtained 
evidence indicating that oxaloacetate was the product of phosphoenol- 
pyruvate carboxylation. Davies (1959) demonstrated the presence of 
nitratase, invertase, phenylsulfatase and f-galactosidase in cell-free 
extracts of Asp. nidulans. A polyphenol oxidase system has been de- 
monstrated in ground uredospores of wheat stem rust (FarKaAs and 
LEDINGHAM 1959). 

The present authors have been interested in the enzyme systems in the 
spores of Asp. niger and the pathways of metabolism during their germi- 
nation in a synthetic medium. The spores used in the experiments may 
be considered to be reasonably clean, in view of the fact that microscopic 
examination did not reveal vegetative particles or material derived from 
the solid medium. Since the composition of the germinating medium was 
such that hyphal formation took place only after about 20 hours of 
incubation, the material could be investigated for enzymic activity 
associated with definite stages of germination. The investigations 
reported in this communication show that catalase is a typical ‘‘active’’ 
enzyme and forms an integral part of the resting spores of Asp. niger, 
resembling in this respect the enzyme of the spores of Bac. cereus (LAw- 
RENCE and Hatvorson 1954) and of Bac. subtilis (MURRELL 1952). 
Hatvorson and Cuurcn (1957) have suggested that the point of the 
cessation of the washability of a heat-sensitive catalase can be used as 
criterion of the cleanliness of aerobic bacterial spores. It is obvious from 
our results that such a distinction between soluble and insoluble catalase 
is not applicable in the case of the spores of Asp. niger, since the wash 
fluid is devoid of catalase activity. Catalase is present in higher concentra- 
tion in the resting than the germinated spores. It is heat-stable, but this 
stability is of a lesser order compared to bacterial spores. 

Rupture of the cells leads to increased activity of the enzyme, asin spores 
of Bac. terminalis. Part of the catalase of the spores may be considered to 
have surface location and the rest deep location, becoming accessible to 
substrate only on cell rupture. Catalase of the spores is characterized by 
the fact that its activity is more stable in the broken cell preparations 
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than in intact spores, during storage and, more so, during heat treatment. 
Since germination tends to decrease catalase activity, the higher degree 
of storage-sensitiveness observed in suspension of intact spores, compared 
to broken cells, may be partly due to germination changes taking place in 
whole spores. The comparative stability on heating the homogenates may 
be explained in terms of the destruction of a heat-labile inhibitor, which 
gets released during cell rupture. Such an explanation is in keeping with 
the observation by Swartz and coworkers (1956) on heat activation of 
enzymes in Proteus vulgaris. On germination, the factor responsible for 
the apparent heat stability of catalase disappears. Results obtained with 
phosphatase activity also showed that, tested on ground preparation of 
germinated spores, the enzyme was heat-labile (BHATNAGAR and KRIsH- 
NAN 1960). 

Amongst the other characteristic properties of catalase of the spores of 
Asp. niger, mention may be made of its stability to drying of spores in 
vacuo and the high order of inhibition by cyanide and azide, but low 
inhibition by fluoride. Distribution of activity revealed that more than 
50°/, of the enzyme was present in the aqueous supernatant when spore 
homogenates were centrifuged at low speeds. Since cell rupture is not 
complete by the technique employed, and the specific activity of the 
enzyme is not materially altered as a result of the fractionation, the 
existence of a particulate-bound, as distinct from soluble, catalase seems 
unlikely. The fact that catalase activity diminishes during the process of 
germination would indicate that the enzyme plays a specific role in the 
resting spores. As one of the hydroperoxidases it may either utilize or 
decompose the H,O, formed as a result of the activity of aerobic oxidases. 
In this connection the observation of FaLconE, quoted by Hatvorson 
and CuurcH (1957), that spores of Bac. subtilis lose heat resistance during 
exposure to H,O, may be significant. 


Summary 
The resting spores of Aspergillus niger, strain NRRL 599, possess 
catalase as an integral part. The activity is increased on rupturing the 
spores, but germination results in its lowering. Catalase of the spores is 
inhibited by azide and cyanide, but is less sensitive towards fluoride. It 
can be solublized to a considerable extent by cell rupture. A characteristic 
property of the catalase of resting spores of Asp. niger appears to be its 
increased heat-stability when ruptured. 
Acknowledgement: One of us (G.M.B.) is grateful to the Council of Scientific 
and Industrial Research, New Delhi, for the award of Junior Research Fellowship. 
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Identification des caroténoides majeurs 
de quelques champignons Ascomyeétes et Basidiomycétes 
Neurosporéne chez Cantharellus infundibuliformis 
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(Hingegangen am 22.Januar 1960) 


A la suite des travaux de Zopr (1890) et de Kout (1902), il était déja 
possible de dresser un vaste tableau distinguant les champignons caro- 
ténogénes des autres champignons pigmentés mais non caroténogénes. I] 
a cependant fallu attendre la mise au point des techniques modernes de 
séparation par chromatographie sur colonne, associées a la spectro- 
photométrie, pour que Videntité des caroténoides extraits d’organismes 
divers (voir Karrer et Jucker 1948) et plus particuli¢rement des 
champignons (GoopWIN 1952a) puisse étre précisée. C’est ainsi que, 
parallélement a identification de la gamme compléte des caroténoides 
(polyénes colorés et incolores), requise pour les études de biosynthése, 
s’est progressivement constituée une liste des caroténoides majeurs 
(représentant plus de 50°/, des caroténoides totaux d’un organisme 
donné) élaborés par les champignons appartenant aux divers groupes 
systématiques: 

p-caroténe chez Phycomyces (SCHOPFER et JUNG 1935; GooDWIN 
1952b), Tremella mesenterica (LEDERER 1938), Cantharellus cibarius 
(WILLSTAEDT 1937); y-caroténe chez Allomyces (EMERSON et Fox 1940, 
Turtan et Haxo 1954), Blastocladiella (Cantino et Hyarr 1954), 
Gymnosporangium juniperi-virginianae (Smits et PETERSON 1942); 
lycopéne chez Anthurus (Eexe 1950; Turtan 1955), Mutinus caninus 
(ENGEL 1958); canthaxanthine chez Cantharellus cinnabarinus (HAxo 
1950); ete. 

Dans la présente étude, nous nous proposons de faire part des résultats 
d’analyses échelonnées depuis 1955, en vue de préciser la nature des 
caroténoides majeurs de divers champignons choisis soit pour la corré- 
lation frappante de leur caroténogenése avec leur différenciation sexuelle 
(Epichloé), soit pour Videntification douteuse (Cantharellus sp.) ou non 
précisée (Calocera, Helotium, Guepinia) de leurs pigments. 


140 GILBERT TURIAN: 


Matériel et Méthodes 


Nous n’indiquerons ici que les opérations analytiques communes aux divers 
matériaux biologiques utilisés. 

Les champignons ont tous été récoltés dans la nature et transportés au laboratoire 
dans des sacs de plastique. Le plus rapidement possible, ils ont été broyés, a l’état 
frais, dans un mortier refroidi et en présence d’acétone renouvelée trois fois. 
L’addition de suffisamment d’eau aux extraits acétoniques réunis a généralement 
permis le passage quantitatif des caroténoides dans l’éther de pétrole. Aprés 
réduction de son volume par évaporation sous vide, l’extrait éthéropétrolique a été 
soumis & une saponification d’une nuit, en phase homogéne, par addition de KOH 
sous forme de pastilles dissoutes dans un minimum d’eau et de suffisamment 
d’éthanol absolu. Le lendemain, le mélange alcalin a été coupé par addition d’un 
peu @eau distillée. L’épiphase éthéropétrolique a été lavée a plusieurs reprises 
avec l’eau distillée pour éliminer toute trace d’alcali puis séchée sur Na SO, et 
concentrée a petit volume, sous vide, en vue de son passage sur colonne chromato- 
graphique. L’hypophase hydroalcooloalcaline a été acidifiée (acide acétique 1/3) et 
extraite a l’éther de pétrole pour vérifier la présence éventuelle de caroténoides 
acides. 

La séparation chromatographique a été réalisée par passage de la solution 
éthéropétrolique des pigments au travers de colonnes (20> 1,5 cm) d’alumine (A1,O5 
selon BROCKMANN) préalablement lavées a l’éther de pétrole. L’élution fractionnée 
des différents caroténoides s’est faite, sous légére aspiration au vide, 1) par l’éther 
de pétrole seul, 2) enrichi d’acétone 1°/, et 3) enrichi d’acétone 5°/,. Les éluats, 
recueillis séparément, ont été lavés a l'eau, séchés sur Na, SO, et concentrés en vue 
d’une seconde chromatographie pour purification, réalisée selon les mémes conditions 
que la premiere. 

Les spectres (absorption des pigments isolés ont été établis a l'aide d’un spectro- 
photométre Unicam. L’estimation quantitative de ces pigments a été réalisée sur la 
base des valeurs d’extinction (#,,,,) mesurées, dans un volume connu de solvant, 
aux Maxima principaux et sur la connaissance des coefficients d’extinetion spécifique 
(H1°/0) des caroténoides connus (ZECHMEISTER 1944). 


lem 


Résultats 
Ils sont présentés selon ordre systématique des champignons étudiés. 
a) Ascomycétes 
1. Epichloé typhina (Pers.) Tul. 

Le parasitisme de cette Clavicipitale sur diverses Graminées est bien 
connu des phytopathologues (GAUMANN 1949; ViENNoT-BoURGIN 1949). 
La belle coloration jaune orangé de la gaine stromatique apparait 
corrélativement avec son passage de létat asexué (stroma conidiogéne 
blanc) a Pétat sexué (stroma périthécial jaune). Il était done intéressant 
de tenter de préciser la nature des pigments indicateurs de la sexualisation 
du champignon. Les tests préliminaires caractéristiques des caroténoides, 
coloration bleue d’un extrait pigmentaire en présence de H,SO, concentré 
ou de SbCl; alcoolique, s’étant révélés positifs, il nous restait a les 
identifier 4 aide de la méthode décrite plus haut. 

Nous avons effectué lextraction acétonique, jusqu’A blanchiment 
avancé, de 2 g de stroma périthécial représentant la matiére fraiche de 
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12 gaines d’Hpichloé soigneusement séparées, au scalpel, des tissus 
sous-jacents des tiges parasitées de Dactylis glomerata L. 

La majorité de la matiére colorante jaune est passée aisément dans 
lépiphase éthéropétrolique. Une faible proportion est par contre restée 
dans V’hypophase alcaline d’ou elle n’a pu étre captée que partiellement 
dans l’éther de pétrole aprés acidification convenable. Le spectre d’absorp- 
tion mal défini, dans le bleu violet, ne nous a pas permis de préciser la 
nature de ce(s) pigment(s). 

En revanche, la chromatographie de l’épiphase neutre a révélé: une 
zone orange pale tout au sommet de la colonne, suivie, dans l’ordre 
d’adsorption décroissante, d’une bande rouge violacé s’estompant lors des 
essais d’élution avec |’éther de pétrole + acétone 5°/), d’une faible bande 
orange rougeatre éluée par le mélange précédent et enfin une large bande 
principale, jaune orange, éluée par |’éther de pétrole seul. 

Le pigment de la bande principale a été soumis 4 une nouvelle 
chromatographie et il a été possible de le résoudre en (a) une bande 
jaune brundtre, rapidement entrainée par |’éther de pétrole et (b) une 
importante bande jaune orange, plus lentement éluée par le méme solvant. 
Les spectres d’absorption de ces deux pigments aisément éluables ont 
donné les maxima suivants: 


(a) 447, 474 mu 
(b) 426, 450, 476 mu 


Ses caractéristiques spectrales, la facilité de son élution et ses propriétés 
épiphasiques (avec méthanol 95°/,)identifient le pigment (a) a l’«-caroténe. 
Sa concentration, calculée avec le coefficient H ae = 2700 a 443 my, se 
monte & 0,025 mg °/, g de matiére stromatique fraiche. 

Quant au pigment (b), la forme caractéristique de son spectre visible, 
la position de ses 3 maxima et ses propriétés adsorptives et de solubilité 
(épiphasique au méthanol 95°/,) Videntifient clairement au f-caroténe. 
Sa concentration de 1,30mg °/,g de stroma frais d’Hpichloé (soit 
3 mg °/, g de stroma sec), calculée avec la valeur Hts, = 2590 & 450 mp, 
fait de lui le caroténoide majeur d’Epichloé typhina. 

Les autres pigments ne sont qu’en traces difficilement éluables. Seul 
le pigment de la bande orange rougeatre nous a donné une absorption 
aux environs de 470 mu, suggestive de la présence de traces de lycopéne. 
Les deux autres bandes, fortement adsorbées, correspondent vraisembla- 
blement a des oxycaroténoides. 

Quelle que soit la concentration exacte de ces pigments mineurs, il 
est possible d’estimer a plus de 80 0/, des caroténoides totaux la proportion 
de B-caroténe accumulée dans les stromas périthéciaux de l’Hpichloé. De 
plus, dans le cadre des relations parasite-hote, il est intéressant de relever 
que la teneur du parasite en carotene (« + f), soit 1,325 mg °/) g de 
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poids frais, est nettement inférieure 4 la moyenne de celles fournies par 
les auteurs (voir Goopwrn 1952c) pour les tissus de ’hote, Dactylis 
glomerata, soit plus de 5 mg °/, g de poids frais. Enfin, le rapport a/B- 
caroteénes = 2/100 chez Epichloé est de l’ordre de ceux mesurés dans les 
tissus verts des Plantes supérieures (McKinney 1935), sans que nous 
puissions préciser pour l’instant s’il présente une déviation par rapport a 
celui du Dactyle parasité. 


2. Helotium citrinum Hedw. 


Nous avons réussi 4 récolter 800 mg de cette petite Pezizale a cupules 
jaune vif, croissant en automne sur une vieille souche dans les bois de 
Gimel (Vaud). 

L’extraction s’est révélée trés facile et la séparation chromatographique 
ne nous a livré qu’une bande principale, jaune orangé, éluable a l’éther 
de pétrole. Ce pigment nous a donné d’emblée une courbe spectrale 
parfaite de f-caroténe avec ses 3 maxima a 428—451—478 mu. Nous 
avons vérifié son caractére purement épiphasique et avons mesuré 
Vintensité de son absorption a 450 my dans un volume connu d’éther de 
pétrole. Nous avons ainsi pu calculer que notre Helotium citrin contenait 
0,875 mg de f-caroténe °/, g de matiére fraiche, soit environ 2 mg °/) g 
de poids sec (60°/, d’humidité). 

Il est intéressant de relever qu’une autre Pezizale, Alewria aurantiaca, 
contient aussi du f-caroténe comme pigment majeur, accompagné 
d’un peu d’g-caroténe, de rubixanthine et d’un caroténoide non identifié 
(LEDERER 1938). Chez Helotiwm, nous n’avons observé qu’une faible 
bande supplémentaire, jaune pale, fortement adsorbée au sommet de la 
colonne et correspondant probablement & la présence additionnelle de 
traces d’un oxycaroténoide. 


b) Basidiomycetes 
1. Cantharellus infundibuliformis Fr. ex Scop. (= C. tubiformis Fr.) 

Cette petite chanterelle jaune éteint nuancé de gris a été récoltée en 
automne, dans les bois de Bonfol (Ajoie). 

Nous en avons broyé finement 5 g (pied et chapeau), en présence de 
suffisamment d’acétone. Les pigments ont été facilement extraits et 
transférés dans l’éther de pétrole. Nous n’avons pas observé de pigment 
acide. Le chromatogramme sur alumine a révélé (1) une importante bande 
jaune éluable 4 l’éther de pétrole, surmontée (2) d’une faible bande 
rougedtre et (3) d’une zone jaundtre fortement adsorbée (éluable & 
l’éther de pétrole +- acétone 2°/,). 

Le pigment jaune (1) a fourni, en solution éthéropétrolique, le spectre 
d’absorption aux maxima trés accusés, & 415—439—469 mu, carac- 
téristiques d’un caroténoide partiellement saturé, le neurosporéne (Fig. 1). 
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Sur la base de #1"! = 2990 & 439 mu (Haxo, 1949), il a été possible 
d’estimer 4 0,33mg°/,g de poids frais (env. 1mg°/,g poids sec) la 
teneur en neurosporéne de notre Cantharellus infundibuliformis. 


Les pigments mineurs correspondent (2) & des traces de lycopéne 
(max. & 470 et 500 my) et (3) & la présence d’un oxycaroténoide hypo- 
phasique (faibles max. a 423 et 443 my). 


L’identification du neurosporéne chez C. infundibuliformis est nouvelle. 
WILLSTAEDT (1937) avait trouvé du lycopéne et un pigment particulier 
qu’il assimila & du f-apo-8’-caroténal. GoopwiIn (1952a) avait déja 
objecté a cette identification, les apo-ca- 
roténoides étant des produits de labora- 47 
toire obtenus par oxydation contrdlée c 
de caroténoides naturels (KARRER et 
JuckEeR 1948) et n’ayant jamais été 
trouvés comme tels dans la nature. Il 
nous apparait maintenant que le caroté- 
noide considéré par WILLSTAEDT comme 49 
f-apo-8’-caroténal n’était autre que le 
neurosporene ou tétrahydrolycopéne dé- 
crit par Haxo (1949) qui l’a isolé de 
Neurospora crassa. Nous avons pu vérifier 
que ce caroténoide est purement épipha- 
sique et qu’a l’instar du neurosporéne de ° 0 430 Wd 60« 80 500 Th 
Neurospora (Haxo 1949; TuURIAN 1957) ilest 


plus fortement adsorbé que le f-caroténe. —Fig.1. Spectre d’absorption dans 


ar iE ‘ 4 Véther de pétrole (Hb. 30—60°) du 
Tl ressort de notre identification et de neurosporéne de Cantharellus 


ses données quantitatives que le neuros- injumdabulaformis 
poréne constitue le pigment majeur de 

C. infundibuliformis. Le fait est intéressant car ce polyéne fait normale- 
ment partie dela série des polyénes mineurs, partiellement saturés (série 
de Porter-Lincotn 1950), lesquels n’apparaissent en quantités appré- 
ciables dans les tissus qu’a la suite de phénoménes de blocage de la syn- 
these des caroténoides majeurs habituels, B-caroténe, lycopene, etc. Or, 
chez C. infundibuliformis, le lycopéne ne s’y trouve qu’en faible concen- 
tration (pigment 2) et c’est son «précurseur» plus saturé, le neurosporene, 
qui prédomine et dont l’absorption, décalée vers le violet, confére a 
cette petite chanterelle sa tonalité jaune éteint comparée a l’éclat jaune 
vif de C.cibarius o& domine le f-caroténe (WILLsTAEDT 1937). Can- 
tharellus infundibuliformis contiendrait-elle alors un inhibiteur naturel 
de la caroténogenése lequel, 4 Vinstar de la diphénylamine (Turian 1950, 
1957) favoriserait l’accumulation des polyénes plus saturés et ici, plus 
particuli¢rement, du neurosporéne ? 


Lg 
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L’analyse préliminaire d’une autre petite chanterelle jaune, 
Cantharellus lutescens Fr. ex Pers. (A pied jaune franc) a permis d’y 
découvrir aussi un pigment correspondant au neurosporéne mais en 
concentration moindre, soit env. 0,04 mg °/, g de champignon frais. Une 
plus importante teneur en lycopéne (voir aussi WiLLsTaEpT 1937) 
semblait caractériser cette chanterelle récoltée dans les bois de sapin 
(Haute-Savoie). 

En revanche, l’examen d’une chanterelle grise, Cantharellus 
(Craterellus) cinereus Fr. ex Pers., n’a pas permis la détection d’un 
caroténoide quelconque. Le pigment jaune pale extrait a Vacétone a 
partir de 4 g de champignon et transféré dans |’éther de pétrole n’a fourni 
qu’un spectre non caractéristique (large maximum aux environs de 
400 my). Le test 4 ’H,SO, cone. a donné une coloration rouge foncé 
indicatrice de la probable nature anthraquinonique de ce pigment. 


2. Calocera viscosa Fries ex Pers. 

Cette Dacryomycétale a été récoltée sur le sol, dans les bois de Gimel 
(Vaud). Les produits de extraction acétonique de 400 mg de réceptacles 
cylindriques, jaune orangé, ont livré un chromatogramme a 3 bandes: 
(1) jaune orange, éluée par l’éther de pétrole, (2) rouge pale et (3) orangée 
au sommet de la colonne. 

Le pigment principal (1) est épiphasique et a fourni le spectre 
caractéristique du f-caroténe. La teneur des réceptacles, calculée d’aprés 
Vintensité d’absorption de ce pigment a 450 my, se monte a 0,38 mg °/, g 
de matiére fraiche. 

La bande (2) était trop faiblement représentée pour permettre Videnti- 
fication de son pigment (d’aprés couleur et force d’adsorption, lycopéne?). 

Le pigment (3) n’a pu étre élué qu’en présence d’éther de pétrole 
additionné de 2°/, d’acétone. Son spectre d’absorption correspondant a 
celui du f-caroténe (max. 428—452—476 mu) mais sa solubilité dans le 
méthanol a 95°/) (pas a 90°/5), nous autorisent & le comparer a la crypto- 
xanthine (monohydroxy-f-caroténe) et comme tel (E}/° = 2500 a 
452 mu, selon ZScHEILE et coll., 1942), a estimer sa concentration & 
0,30 mg °/, g de poids frais. Cette xanthophylle peut done étre considérée 
comme second pigment majeur de Calocera viscosa, immédiatement aprés 
le f-caroténe, 

Il est intéressant de relever que, chez une autre Dacryomycétale, 
Dacryomyces stillatus, le f-caroténe comme caroténoide majeur, la 
cryptoxanthine et d’autres polyénes en concentrations moindres ont été 
identifiés & partir d’une culture in vitro (GOODWIN 1953). 


3. Guepinia helvelloides Fr. (Gyrocephalus rufus Bref.) 
A Vinstar de T'remella mesenterica Fr. (B-caroténe selon LEDERER 1938), 
cette autre Trémellale au réceptacle vivement coloré en rouge orangé 
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roussatre aurait aussi pu contenir des caroténoides. Cette attente a été 
dégue a la suite de l’analyse suivante: 

5 g de réceptacles ont été extraits a l’acétone. Cette extraction, rendue 
difficile par la présence, chez cette espéce, d’abondantes matiéres 
gélifiées, a finalement livré un extrait acétonique jaune orangé dont il 
n’a été possible de capter qu'une faible proportion du pigment dans 1’éther 
de pétrole. L’hypophase hydroacétonique est restée intensément colorée 
en jaune et le transfert du pigment n’a pu étre favorisé par acidification. 
L’épiphase éthéropétrolique a tout de méme été chromatographiée sur 
alumine et 2 bandes se sont révélées dont la principale, rouge brique, tout 
au sommet de la colonne. Le produit d’élution (éther de pétrole + acétone 
5°/,) n’a donné que des courbes d’absorption mal définies, avec large 
maximum autour de 400 my dans l’éther de pétrole. Ces pigments, apres 
évaporation de leur solvant, ont donné une réaction rouge sang virant au 
rouge brique en présence d’H,SO, conc. L’hypophase réagit aussi a ce test 
par une coloration rouge brunatre. 

Nous pensons pouvoir conclure de ces essais que le complexe pigmen- 
taire de Guepinia helvelloides est essentiellement de nature quinonique 
(anthraquinones) et que les caroténoides en sont absents ou ne 8’y 
présentent qu’en traces difficilement décelables. Incidemment, cette 
observation d’ordre chimique renforce V’argument taxonomique de 
séparation des tribus des Trémellées (caroténogénes) et des Guépiniées 
(quinonogeénes?) dans la vaste famille des Trémellacées. 


Summary 

B-carotene has been identified as the major carotenoid pigment in 
two Ascomycetous fungi; the parasitic Hpichloé typhina (with restriction 
to the sexual stroma and additional presence of traces of «-carotene) and 
the ascocarp of Helotium citrinum. In the Basidiomycete Calocera viscosa, 
cryptoxanthin appears as the second major carotenoid to f-carotene. 

Neurosporene has been found as the major carotenoid in the dull 
yellow Cantharellus infundibuliformis. This partially saturated polyene is 
accompanied by traces only of lycopene whereas a reverse neurosporene/ 
lycopene ratio is apparently present in the related, yellow Cantharellus 
lutescens. 

No carotenoids but quinone-like reacting pigments were detected in the 
grey Cantharellus cinereus and the orange red Guepinia helvellovdes. 


Nos remerciements doivent étre malheureusement transformés en un hommage 
posthume au Dr. JuLEs Favre, l’éminent mycologue suisse qui nous a siaimablement 
guidé dans la détermination des champignons supérieurs analysés dans cette 
étude. 
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The Distribution of Fowl Plague and Neweastle Disease 
in Upper Egypt 


By 
B. BAYouMY EL-NASSARY and JOSEPHINE K. ESKAROUS 


With 1 Figure in the text 
(Received January 19, 1960) 


In a brief survey of the comparative incidence of infection with 
Newcastle disease and fowl plague in fowls from Upper Egypt during 


Table 1. Viruses isolated from dead fowls in the 1950 survey 


Origin of 


specimens oe 


No. of dead embryos 
after (days) 


| 


2 


4 


5 


Virus 
detected 


SS nn nee nee LES Sea 


El Riqqa 29/5/50 
8/6/50 

14/6/50 

14/6/50 

Etwab 13/6/50 
El Wasta 18/5/50 
29/5/50 

6/6/50 

8/6/50 

Beni Mazar 6/6/50 
El Maragha 31/5/50 
6/6/50 

21/6/50 

Sohag 15/5/50 
17/5/50 

28/5/50 

Dishna 21/5/50 
22/5/50 

26/5/50 

4/6/50 

Isna 13/5/50 
17/5/50 

6/6/50 


F.P.V.* = Fowl plague virus; N.D. 
Very high scattering of red cells; + ++ = High scattering of red cells; + 


2 
2 


ePwwnNnnhde 


bo 


= 


3 
3 


Haemagglutination 
of 
6 | Fowl cells | Horse cells 
See erie ee aes ek 
eee be apes 
aie 0 
ba 0 
ae el bese 
++4++ | +4+4++4+ 
t4+4+ ] +4+4++ 
+4+44+ [| +4+4++ 
bose Poa 
ft 0 
spa 0 
oot 0 
ees 0 
sea ae ae 0 
Sette 0 
+ 0 
+ 0 
dear ap 0 
jesse 0 
Pear 0 
++++ 0 
se abane 0 
pea 0 


HEV 4 
iBESVe 
INSDS Viste 
N.D.V. 
PAV. 
Reeve 
BSBA: 
HERS 
PV 
N.D.V. 
N.D.V. 
N.D.V. 
N.D.V. 
N.D.V. 
N.D.V. 
N.D.V. 
N.D.V. 
N.D.V. 
N.D.V. 
N.D.V. 
N.D.V. 
N.D.V. 
N.D.V. 


V.** = Newcastle disease virus; + +++ = 
+ = Moder- 


ate scattering of red cells; + = Slight scattering of red cells; 0 = No scattering 


of red cells. 
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1950, the virus of Newcastle disease was isolated 84 times, and that of 
fowl plague 14 times. In a similar survey carried out in 1959, the virus 
of Newcastle disease was isolated 51 times whereas no fowl plague virus 
was detected. 

Since the presence of Newcastle disease in Egypt was first demonstrated. 
early in 1947 by DausBney and Manst (1948) it has become clear as a 


Table 2. Viruses isolated from dead fowls in the 1959 survey 


No. of dead embryos Haemagglutination 


Origin of after (days) of Virus 
specimens detected 
2 oT £8 Fowl cells | Horse cells 
El Aiyat 18/5/59 | 3 | +444 0 IN. Dives 
Etwab 15/7/59 Sim tliheul +4+4+4+ 0 N.D.V. 
17/7/59 Sait ps ++++ 0 N.D.V. 
El Wasta 11/7/59 3 +4+4++4+ 0 N.D.V. 
Beni Mazar 15/7/59 | 3 sae 0 N.D.V. 
Sohag 18/5/59 peas | ++++ 0 N.D.V. 
Bardis 29/5/59 3 ++4++4+ 0 N.D.V. 
29/5/59 yee ++++ 0 N2DGWVe 
29/5/59 Slr +4+4++ 0 N.D.V 
5/6/59 Vel | ++++ 0 N.D.V 
10/7/59 3 ++ 0 N.D.V 
Dishna 10/5/59 he ie ++ 0 N.D.V 
27/5/59 i tae +4 + 0 N.D.V 
27/5/59 oa in ++++ 0 N.D.V 
27/5/59 2 1 ++++ 0 N.D.V 
7/6/59 Oe ae eet 0 N.D.V 
7/6/59 2/1 ++4++ 0 N.D.V 
10/6/59 al +++ 0 N.D.V 
10/7/59 Tees | +++44 0 N.D.V 
15/7/59 He ++++ 0 N.D.V 
15/7/59 eee: +e 0 N.D.V 
Idfu 19/7/59 i oe +p ae i 0 N.D.V 


N.D.V.* = Newcastle disease virus; + +++ = Very high scattering of red cells; 
+++ = High scattering of red cells; ++ = Moderate scattering of red cells; 
0 = No scattering of red cells. 


result of a great many isolations at the Serum Institute, Abbassia, that 
the majority of outbreaks of so-called ‘‘fowl plague’? in Egypt are in 
reality outbreaks of Newcastle disease. Nevertheless, there is ample 
evidence that fowl plague still occurs in Egypt. 

In May and June 1950 an opportunity occurred to carry out what 
amounted indirectly to a survey of the comparative incidence of the 
two diseases in those parts of Upper Egypt from which live table birds 
are despatched to Cairo. A planned survey was again carried out in 
May—July 1959. 


The Distribution of Fowl Plague and Newcastle Disease 149 


Technique 


The brains of the dead birds 
were removed under sterile 
precautions and suspended in 
saline by trituration in a mor- 
tar. To a small sample of the 
supernate of the suspension a 
dilution of penicillin was added 
in such proportion that 0.2 ce 
(the normal inoculum by the 
intra-allantoic route) of the 
mixture would contain 400 
units of penicillin. The mixture 
was then held at 4° Cfor 1 hour, 
and finally three 10-day old 
chick-embryos were inoculated 
by the intra-allantoic route 
with each sample. 

The inoculated embryos 
were examined each day, and 
fluids from all embryos dying 
up to the 6th day were harvest- 
ed. Sterility tests were made 
on the allantoic fluids of dead 
embryos and a sample of each 
fluid was taken for haemagglu- 
tination and for sub-culture 
if necessary. 

All fluids were tested in 
dilutions ranging from 1:2 to 
1:64 against fowl and horse 
erythrocytes according to the 
method described by ToLBa 
and EsKkarous (1954). Any 
fluid that gave clear cut agglu- 
tination of fowl cells and was 
completely negative against 
horse cells was regarded as 
infected with the virus of 
Newcastle disease. Fluids that 
showed agglutination of the 
cells of both species were sub- 
jected to a serum inhibition 
test with a standard fowl- 
plague-immune serum _ pre- 


The distribution of fowl plague and 
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served by desiccation. In no case was there any difficulty in identifying the virus 
concerned. 


Results 

Of 152 specimens examined in 1950, 54 were negative (i.e. no virus was 
isolated), whereas the virus of Newcastle disease was recovered in 84 cases, 
and that of fowl plague in 14 cases. Of the 99 specimens examined in 
1959 48 were negative, the remaining 51 revealed the presence of the 
virus of Newcastle disease. Representative sets of the results obtained 
in 1950 and 1959 are given in Table 1 and 2 respectively. 

A sketch map shows the distribution of the two diseases in 1950 and 
1959 (Fig. 1). 
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Inaktivierung des Salmonella-Bakteriophagen P 22 
durch Chloroform 
I. Reaktionskinetik* 


Von 
HERMANN H. PRELL 


Mit 8 Textabbildungen 


(Hingegangen am 28. Januar 1960) 


Im Laufe von Arbeiten mit dem gemaBigten (,,temporate“) Salmonella- 
Phagen P22 wurde eine sehr langsam ablaufende, aber deutlich nachweis- 
bare Verminderung des Plaquetiters bei Aufbewahrung der Phagen- 
suspension tiber einem Chloroformbodenkérper beobachtet (PRELL 1958). 
Uber ahnliche Inaktivierungsvorginge am Phagen / berichteten Mar- 
covicn (1954), APPLEYARD (1956) und NewcomsBe u. Ruynas (1958); 
auch am Phagen T, sowie der Klarplaquemutante H, des P22 kann das 
gleiche Phinomen beobachtet werden (PRELL, unver6ffentlicht). Da 
Chloroform im allgemeinen als Protein schadigendes Agens gilt, schien 
die Analyse dieses Phanomens fiir Erkenntnisse tiber den Ablauf einer 
Phageninfektion sowie die ihr zugrunde liegenden phageneigenen Struk- 
turen von Interesse. 

Die Kausalanalyse des Inaktivierungsvorganges wurde auf 2 Wegen 
betrieben: a) die kinetische und b) die funktionelle Analyse des Schadens. 
Erst die Ergebnisse beider Wege ermdglichen ein hinreichend klares 
Bild der sich unter ChloroformeinfluB abspielenden Vorginge. — In der 
vorliegenden Mitteilung werden jedoch nur die Ergebnisse der Kinetik 
mitgeteilt und besprochen. Sie sollen Schliisse auf die Artder Reaktions- 
ablaufe am freien Phagen sowie die Natur der ihnen zugrunde liegenden 
chemischen Strukturen (Proteine, Nucleinsiuren) erméglichen. Um 
die Anwendung der rein kinetischen und damit weitgehend indirekten 
analytischen Methoden zu rechtfertigen, sei ein Ergebnis der Funktions- 
analyse bereits hier vorweggenommen, das im einzelnen in der 
II. Mitteilung zu besprechen sein wird: Der Schaden_ beeintrachtigt 
nicht das Adsorptionsvermégen des Phagen an die Bakterienzellwand, 
wie das in dem von Newcoomse u. Ruynas untersuchten System der 
Fall ist. 


* Teil einer Habilitationsschrift an der Naturwissenschaftlichen Fakultat der 
Johann Wolfgang Goethe-Universitat Frankfurt am Main. 
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Material und Methodik 


1. Bakterien. Als Phagenindicator bei der Bestimmung des ,,Weichagartiters™ 
diente in allen Versuchen die anthranilséurebediirftige Mutante Try 8~ von Sal- 
monella typhimurium LT,. Die Zellen wurden nach 16stiindiger Ubernachtkultur 
bei starker Beliiftung abzentrifugiert, einmal in P-Puffer gewaschen und dann in 
einer Dichte von etwa 3 - 10° Zellen/ml im gleichen Puffer suspendiert. 

2. Phagen. Der Phage P22, Wildtyp H,, wurde angereichert auf Salmonella 
typhimurium LT, Wildtyp. Nach Befreiung der Lysate von Bakterien und groben 
Zelltriimmern durch niedertouriges Zentrifugieren wurden die Phagen entweder in 
der Bouillon des Wachstumsmediums belassen oder zur Entfernung der Bouillon 
hochtourig abzentrifugiert (35000 g) und in P-Puffer gewaschen bzw. ohne die 
Zentrifugierung lediglich gegen P-Puffer dialysiert. Die Sterilisierung aller Prapara- 
tionen erfolgte durch dreimalige Filtration durch einen Schott-Filter 3 GSM. Bei 
der Filtration entstand praktisch kein Titerverlust. Die so hergestellte Praparation 
hatte gegen Bakterien, prapariert wie unter 1. beschrieben, einen ,,Weichagartiter“* 
von 5- 10!° Plaques/ml. 

3. Bestimmung des lytischen Phagentiters. ,,Weichagartiter**: 0,1 ml einer 
Phagensuspension bekannter Verdiinnung wurden in 2 ml Weichagar zusammen mit 
etwa 108 Try 8--Bakterien, Praparierung wie oben unter 1. angegeben, vermischt 
und anschlieSend auf Bouillonagarplatten ausgegossen. Nach etwa 6 Std Bebriitung 
bei 37°C waren im Bakterienrasen jeder Platte 100—500 gut sichtbare Plaques 
(Lysen) entstanden, die ausgezahlt wurden. 

4. Chloroformbehandlung. Eine Phagenstammsuspension wurde in P-Puffer 
verdiinnt, zu 2—3 ml in 3—4 ml fassende GlasgefaBe abgefillt, mit Chloroform 
(Merck, DAB 6) versetzt und mit einem Glasschliffstépsel fest verschlossen. Bei 
Versuchen ohne einen Chloroformbodenkérper erfolgte die Verdiinnung der Phagen- 
stammsuspension bereits mit einer Lésung von Chloroform in P-Puffer, und das 
GefaB wurde luftblasenfrei bis an den Schliffst6psel gefiillt; anschlieBend Auf- 
bewahrung der GefaBe im Wasserbad (im allgemeinen 37°C-+0,2°C). 

5. Wdrmebehandlung. Gleicher Ansatz wie unter 4., nur unter Auslassung des 
Chloroforms. 

6. Medien. P-Puffer: 1,5 g¢ Na,HPO,-H,O; 1,5 ¢g KH,PO,; 4,0g NaCl; 5,0 ¢ 
K,SO,; 0,25 g MgSO,- 7 H,O; 0,01°/, Gelatine; 1000 ml dest. Wasser; der py der 
Lésung ist 6,6. — Bouillon: 8,0 g Difco nutrient broth und 4,0 g NaCl auf 1000 ml 
dest. Wasser. — Bouillonagar: 8,0 g Difco nutrient broth, 1,0 g¢ NaCl und 15,0 ¢ 
Agar auf 1000 ml dest. Wasser. — Weichagar: 3,8 g Difco nutrient broth, 5,0 g NaCl 
und 7,2 ¢ Agar auf 1000 ml dest. Wasser. 


Ergebnisse 

Suspendiert man den Phagen P22 (etwa 108 Partikel/ml) in einer 
gesittigten Loésung von Chloroform in P-Puffer (py 6,6) bei Temperaturen 
> 25°C, so beobachtet man einen allmihlichen Abfall des Plaquetiters 
der Suspension. Wahlt man als Behandlungstemperatur 37°C sowie 
einen Chloroformbodenkérper von 1/80 des Volumens der etwa 108 
Partikel/ml enthaltenden Phagensuspension, so erhalt man Inak- 
tivierungskurven des Typs, wie sie in Abb.1 dargestellt sind. Bei der 
beobachteten Inaktivierung kann es sich nicht um eine direkte Wirkung 
des gelosten Chloroforms (6 -10-* Mol) der Phagensuspension auf die 
nach Infektion im Adsorptionsmedium gebildeten Bakterium-Phage- 
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Komplexe handeln; denn bei der Bestimmung des Plaquetiters, d.h. 
nach entsprechender Verdiinnung der Phagensuspension bei der Aus- 


plattung, betragt die Konzentration 
des gelosten Chloroforms normaler- 
weise nur noch 6-10-§ Mol. Es hat 
sich auBerdem erwiesen, daB man 
selbst bei 6-10-% Mol gelésten 
Chloroforms keine stiarkere Ver- 
minderung des Plaquebildungsver- 
mogens beobachtet, was ebenfalls 
gegen eine Totung von Komplexen 
spricht. 

Die Starke der Inaktivierung 
kann quantitativ von einer Phagen- 
praparation zur anderen wechseln, 
qualitativ beobachtet man jedoch 
stets den gleichen Kurvenverlauf, 
wie sich aus Abb. 1 mit den drei ver- 
schiedenen Phagenpraparationen 
ergibt. Der entsprechende Kontroll- 
versuch ohne Zugabe von Chloro- 
form 148t indessen auch eine Inak- 
tivierung des Plaquebildungsver- 
mogens erkennen, die eine reine 
Warmeinaktivierung darstellen 
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0 4 & 72 


76 Tage 
CHCl; Ge 37 °C 
Abb.1. Inaktivierung des Phagen P 22 bei 37°C 
in Gegenwart von Chloroform. Eine Suspension 
von etwa 5:10-* Phagen wurde in P-Puffer init 
1/80 Volumen Chloroform versetzt, in Glasschliff- 
gefiBen dicht verschlossen und bei37° C (+0,2° C) 
im Wasserbad aufgehoben. In gewissen Zeitab- 
stiinden wurde der ,, Weichagartiter‘‘ (Lysen) be- 
stimmt.Die verschiedenen Symbole kennzeichnen 
verschiedene Versuche mit jeweils verschiedenen 
Phagenpraparationen 


diirfte (Abb.2). Daraus ergibt sich, daB bei 37°C plus Chloroformein- 
wirkung zwei Inaktivierungsprozesse einander iiberlagern. Zieht man die 


Warmeinaktivierung von To 
der durch Warme plus ye 
Chloroform erzeugten ab, 60 


indem man die Inaktivierung 


40 
der Probe mit Chloroform 
jeweils auf eine Probe bei 


20 
gleicher Temperatur, jedoch 


ohne Chloroformzusatz be- 


zieht, so ergeben sich bei 


den vier verschiedenen Pra- 
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parationen Kurven mit 
etwa gleicher Endneigung 
(Abb.3). Unabhangig von 2 
der mit der jeweiligen 
Phagenpraparation wech- 
selnden Warmeinaktivier- 


UL LN eA 
Abb. 2. 


Reine Wiirmeinaktivierung von P 22 bei 37°C. Versuchs- 
ansatz wie bei Abb.1, jedoch ohne Zusatz von Chloroform 


ile iB UE OR tts 
37°C Tage 


154 HERMANN H. PRELL: 


barkeit besteht demnach in allen vier Lysaten eine Phagenfraktion 
nahezu gleicher ,,reiner“ Chloroformempfindlichkeit. 
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Abb.3. Durch Chloroform bei 37°C zusitzlich erzeugte 

Inaktivierung des P 22 (also abziiglich der getrennt ab- 

laufenden reinen Wiirmeinaktivierung). Die Einzelwerte 

von Abb.1 wurden auf die in Abb.2 dargestellten Werte 

der Wirmeinaktivierung = 100°/, bezogen [= ,,CHCl,; bei 
37°C (korrg.)“‘] 
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Abb.4. Zeitkurven tiber die Abhingigkeit des Inaktivie- 
rungsablaufes von P 22 bei verschiedenen Chloroformkon- 
zentrationen. Versuchsmethodik wie unter Abb. 1 angegeben. 
Chloroformlésungen in Puffer verschiedener Sittigungs- 
konzentration wurden durch entsprechende Verdiinnung 
einer Chloroformlésung in P-Puffer hergestellt. Die ver- 
schiedenen Symbole bedeuten Lésungen unterschiedlichen 
Sattigungsgrades: vy 1/1, @ 1/2,0 1/5, 4 1/20, x 1/100 
Sittigungskonzentration an Chloroform. y_ gesiittigte 
Lésung mit 1/80 des Suspensionsvolumens an Chloroform- 
bodenkérper. Alle Werte sind auf 37°C = 100°/, bezogen 
[= ,, CHCl, bei 37°C (korrg.)‘] 


Die  Inaktivierungs- 
kurven bei Warme- und 
Chloroformeinwirkung 
zeigen durchweg LEin- 
treffercharakter,d.h.den 
Ablauf von Reaktionen 
I. Ordnung. — Der Knick 
in den unter Chloroform- 
einwirkung  erhaltenen 
Kurven nach etwa 
2 Tagen (Abb. 1 u. 3) 
deutet auf starker und 
schwacher inaktivie- 
rungsempfindliche Pha- 
gen innerhalb der Popu- 
lation. Der Anteil der 


weniger empfind- 
lichen Phagen inner- 
halb der Population 


wechselt mit der Phagen- 
praparation, jedoch zei- 
gen diese Partikel bei 
allen Praparationen 
gleiche Empfindlich- 
keit (gleiche Neigung 
der Kurven, Abb.3). Der 
starker empfindliche An- 
teil kénnte auch wieder 
eine gemischte Popu- 
lation darstellen. — Im 
Gegensatz dazu ist die 
Warmeinaktivierbarkeit 
der Phagen innerhalb 
einer einzelnen Prapa- 
ration vollig einheitlich, 
wahrend die Neigung 
der Kurven sehr stark 
von der  jeweiligen 
Phagenpraparation ab- 


haingt. Bei der empfindlichsten Préparation steigt nach langerer 
Warmebehandlung sogar die Empfindlichkeit (Abb. 2). 


Inaktivierung des Salmonella-Bakteriophagen P 22 durch Chloroform. I 155 


Nach mehrmonatiger Aufbewahrung eines Phagenstockes im Kiihl- 
schrank bei 10°C wurde eine Erhéhung der Warmeinaktivierbarkeit 
beobachtet; auf der anderen Seite konnte durch Dialyse eines nur durch 


niedertourige Zentrifugierung und 
Filtration gereinigten  frischen 
Phagenlysates gegen P-Puffer die 
Warmeinaktivierbarkeit vermin- 
dert werden. Die ,,reine‘‘ Chloro- 
forminaktivierbarkeit hingegen 
blieb dabei véllig unverandert. 
Aus diesem Verhalten muB ge- 
schlossen werden, da Warme- 
und Chloroforminaktivierung ver- 
schiedene Prozesse darstellen, die 
sich unabhangig voneinander tiber- 
lagern kénnen. 

Der eintrefferartige Reaktions- 
verlauf der Chloroforminaktivie- 
rung, bei dem also je Zeiteinheit 
eine konstante Chance fiir eine 
Inaktivierung besteht, legt zu- 
nachst den Schlu&B nahe, da ein 
Molekiil geléstes Chloroform zur 
Inaktivierung eines Phagen ge- 
niigt. Die Art der Abhangigkeit 
zwischen der Dosis und der Zahl 
iiberlebender Phagen miiBte bei 
einem solchen Reaktions-Mecha- 
nismusauch dann erhalten bleiben, 
wenn man anstatt der Zeit die 
Chloroformkonzentration als Varia- 
ble der Dosis einsetzt. In Abb.4 
sind zunachst Chloroforminakti- 
vierungskurven mit der in- 
wirkungszeit als Dosis, jedoch fir 
jeweils verschiedene Sattigungs- 
konzentrationen an _ geléstem 
Chloroform als Parameter einge- 
zeichnet. Abgesehen von der be- 
ziiglich der Resistenz gemischten 
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Abb.5. Konzentrationskurven tiber die Abhiangig- 
keit des Inaktivierungsablaufes bei P22 von der 
Chloroformkonzentration wihrend verschiedener 
Behandlungszeiten. Phagenpraparat A: Umzeich- 
nung der Werte von Abb.4; a fiir 5 Tage; 
yii Tage; und 017 Tage Chloroformbehandlung 
(ausgezogene Linien). Phagenpraparat B: Gleicher 
Versuch mit einer anderen Praparation, beidernur 
nach 5 Tagen die Inaktivierung bestimmt wurde 
(x gestrichelte Linie) 
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Abb.6. Veriinderungen der Inaktivierungskon- 

stanten & der in Gegenwart von Chloroform bei 

37°C gusiitzlich erzeugten Inaktivierung an zwei 

verschiedenen P 22-Phagenpraparationen A und B 
(vgl. Abb. 5) 


Phagenpopulation ergebensich wieder Eintrefferkurven, erwartungsgemaB 
jenachder Chloroformkonzentration mit verschiedenerNeigung. Tragtman 
jedoch den Uberlebendenanteil der weniger empfindlichen Phagenfraktion 
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ineinsemilogarithmisches Raster mit der Chloroformkonzentration als Dosis 
ein, so ergeben sich keine Geraden sondern s-férmige Kurven. In Abb.5 
sind solche Kurven fiir ein Phagenpraparat A (ausgezogene Linien) mit 
verschiedener Inaktivierungszeit als Parameter eingetragen. Der obere 
konvexe Teil der S-Kurve verschwindet um so mehr, je langer die Kin- 
wirkungszeit des Chloroforms und je sensibler das Phagenpraparat ist. 
Letzteres tritt klar zutage, wenn man die verschiedenen Inakti- 
vierungsgeraden aus einer Préparation mit besonders groBer Frak- 
tion sensibler Phagen bereits nach relativ kurzer Behandlungszeit 
bestimmt (Lysat B, gestrichelte Linie). Aus dem s-férmigen Kurven- 
verlauf wird offenbar, daB die Chloroformmolekiile nicht direkt in einem 
Eintreffermechanismus wirken, sondern offenbar zunachst in Ab- 
hangigkeit von ihrer Konzentration eine Verdnderung der Inaktivierungs- 
konstante der Phagen bzw. ihrer Inaktivierungsbereitschaft bewirken. 
Erst dieser durch das Chloroform induzierten Inaktivierungsbereitschaft 
folet dann in einem zweiten Schritt die direkt zu beobachtende 
Inaktivierung in der Form einer Reaktion I. Ordnung. 

Der Versuch zur Aufklérung des Wirkungsmechanismus des Chloro- 
forms bei der Erzeugung der Inaktivierungsbereitschaft kann gewagt 
werden, wenn es gelingt, einen formal-mathematischen Zusammenhang 
zwischen der Chloroformkonzentration und der veranderlichen In- 
aktivierungskonstante zu finden. Das scheint auch tatsaichlich méglich, 
wenn man die Inaktivierungskonstanten gegen den Logarithmus der 
Chloroformkonzentration auftragt. In Abb. 6 ist dies fiirdie Praparationen 
Aund B aus Abb.5 dargestellt. Es ergibt sich bei hdheren Chloroform- 
konzentrationen ein linearer Zusammenhang in der Gestalt von k ~ log 
[CHCl,], der erst bei der Anniherung an k=O allmahlich in die 
Waagerechte umbiegt. 

In Abb.4 sei auf 2 weitere Befunde hingewiesen, die spater noch zu 
besprechen sein werden: 1. Die Gestalt der Eintrefferkurven weist auf 
eine Phagenpopulation verschiedener Resistenzgrade hin. Die resistenteste 
Fraktion, gekennzeichnet durch den linearen Teil der Kurven, wird um 
so kleiner, je héher die Chloroformkonzentration bzw. k ist; dies ergibt 
sich aus der Extrapolation des linearen Kurvenverlaufs auf die Ordinate 
(gestrichelte Linien in Abb.4), 2. Die inaktivierende Wirkung einer 
gesittigten Chloroformlésung nimmt ab, wenn sie ungelostes Chloro- 
form als Bodenkorper enthalt (Abb.4, ausgefiillte Dreiecksymbole). 

Die Tatsache, daB bei Anwesenheit eines Chloroformbodenkérpers die 
Inaktivierung der Phagen geringer wird, kann nur dahingehend gedeutet 
werden, da ein Chloroformbodenkérper die Konzentration der inakti- 
vierend wirkenden Molekeln vermindert. Dieser Befund widerspricht aber 
der bisher stillschweigend gemachten Annahme, da8 geléstes Chloroform 
(bei 37°C etwa 6 - 10-2 Mol) das wirksame Agens sei. Wenn namlich ein 
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ungeloster Bodenké6rper, d.h. also eine groBe ,, Reserve‘ an Chloroform, die 
Inaktivierung sogar vermindert, dann kann geléstes Chloroform oder 
ein in ihm enthaltenes toxisches Produkt nicht primar das inaktivierende 
Agens sein, da es bei Erschépfung in der waBrigen Phase vom Boden- 
k6rper nach dem Massenwirkungsgesetz stets nachgeliefert werden wiirde. 
Vielmehr bildet sich anscheinend beim Kontakt des Chloroforms mit der 
waBrigen Phagensuspension ein giftiges Produkt, das durch bessere 
Léslichkeit im Chloroformbodenkérper sekundar wieder aus der waBrigen 


Phase _,,herausgelost‘‘ wird. 

Tatsachlich laBt sich ein Tabelle 1. Abhdngigkeit der Chloroforminakti- 

vierung von der GréBe des Chloroformboden- 
kérpers 


solches Léslichkeitsgleichge- 
wicht experimentell nach- 


weisen, da _ bei praktisch oa Lee enero ees 

konstanter Phagenkonzentra- — (Plaquebildner/_ | Volumen | pach 10 Teaon 

tion eine Verminderung des a pn a Behandlung 

Bodenkérpers die Phageninak- 

tivierung erhéht (Tab. 1). : ; a t 2 a 
Woher stammt aber die 3.5 + 108 ris | a 


Substanz, mit der die gelosten 


Chloroformmolekeln bei der Tabelle 2. Abhdngigheit der Chlorofornunakti- 
Bildung des giftigen Produktes — yjerung von der Suspensionsdichte der Phagen 
reagieren ? Sie kénnte aus dem 


Puffer stammen oder aus den Phager ee ere ee 
in Puffer suspendierten Pha- Scones) pone nach 10 Tagen 
gen. Lést das Chloroform aus aiineation ehandiing, 
den Phagen eine Substanz, 

die — Seo nach einer 5a OS 1/80 68 
weiteren Reaktion — den 3 ce i . a 
Phagen zu inaktivieren ver- 5 +105 1/80 20 
mag, dann sollte bei kon- # OFT) 2 Chioreform: 


stantem Volumenverhaltnis 

von Puffer/Chloroform und steigender Suspensionsdichte der Phagen die 
Inaktivierung zunehmen oder wenigstens gleichbleiben. Das ist indessen 
nicht der Fall, sondern bei zunehmender Phagenzahl nimmt die Inakti- 
vierung ab (Tab.2). Daraus kann geschlossen werden, daf das giftige 
Reaktionsprodukt aus einer Reaktion zwischen geléstem Chloroform und 
Puffer entsteht. Weiterhin ist aus der Tabelle abzuleiten, da8 unterhalb 
5-108 Phagen/ml die Menge des gebildeten Giftes fiir eine Phageninak- 
tivierung optimal ist; denn selbst bei 5 -10° Phagen/ml beobachtet man 
keine starkere Inaktivierung. Bei héheren Suspensionsdichten indessen ist 
die je Phage zur Verfiigung stehende Giftmenge begrenzt, so daf ent- 
sprechend dieser Begrenzung die Inaktivierung verringert wird. — Das 
toxische Produkt entsteht also in begrenzter Menge durch Reaktion von 
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Chloroform mit Puffer. Die Reaktion ist auch mit Bouillon méglich, da 
auch in diesem Medium Phageninaktivierung zu beobachten ist. Wie 
sich aus Dialyseversuchen ergibt, ist das toxische Produkt dialysierbar 
und daher kleinmolekular. 

Die Interpretierung der bisher gewonnenen Daten tiber den durch 
Chloroform ausgelésten InaktivierungsprozeB fiihrt zu folgendem for- 
malen Modell: Das im Puffer geléste Chloroform bildet mit Bestandteilen 
des Puffers ein Produkt, das im Phagen eine Inaktivierungsbereitschaft 
erzeugt. Die durch das toxische Produkt aktivierte Struktur des Phagen 
zerfallt nach einer Reaktion I. Ordnung. 

Zu priifen bleibt jedoch noch die Frage, welcher Art die eintrefferartige 
Inaktivierungsreaktion ist. Handelt es sich um eine einfache Reaktion, 


Tabelle 3. Inaktivierungsdaten fiir reine Warmeinaktivierung und Wdarmeinaktivierung 
unter ChloroformeinfluB jeweils bei 37°C 


Inaktivierungsart k/see |AF* Cal/Mol|4 H*Cal/Mol 


| 
héchster Wert | 2,36-10-§ | 26175 26238 +0,23 
Warme 
niedrigster Wert 0 — A = 


| 
héchster Wert | 1,20-10-5 | 25173 | 25275 | +0,33 
Chloroform | 
niedrigster Wert | 6,71-10-? | 26951 


t 1 


AS* Cal/ 
Mol x Grad 


27003 +0,17 


wie etwa eine Bindungskniipfung bzw. -sprengung oder um einen 
komplexen Strukturumbau, wie er z.B. als Folge der Zerst6rung von 
Hydratationsstrukturen auftritt? Die Antwort auf diese Frage liBt sich 
aus den bereits dargestellten kinetischen Daten ableiten. Die in Abb.1 
und 3 dargestellten Inaktivierungskurven gestatten die Errechnung der 
Anderung der Enthalpie 4 H*, der freien Energie A F* und der Entropie 
AS* bei der Aktivierung bzw. der Bildung des aktivierten Komplexes. 
Die gemessenen Aktivierungsenergien von etwa 26000 cal/Mol bei 
Warme- und Chloroforminaktivierung lassen den SchluB auf eine einfache 
chemische Reaktion zu (‘Tab.3) und scheiden den Ablauf groBer moleku- 
larer Strukturveranderungen aus. 

Verfolgt man den Reaktionsverlauf bei verschiedenen Temperaturen 
(27—43°C) und zeichnet den Logarithmus der Inaktivierungskonstanten 
gegen die reziproke absolute Temperatur auf, so erhalt man fiir die 
Warmeinaktivierung und die Uberlagerung dieser durch die in Chloroform- 
gegenwart erzeugte zusatzliche Inaktivierung zwischen 27° und 43°C eine 
Gerade, wie nach der Arrhenius-Gleichung fiir den Ablauf einfacher 
chemischer Reaktionen zu erwarten ist (Abb.7). Prinzipiell das gleiche 
ergibt sich fiir die , reine“ Chloroforminaktivierung zwischen 32° und 43°C, 
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wahrend bei 27°C praktisch keine Chloroformwirkung mehr nachweisbar 
ist (die Léslichkeit des Chloroforms zwischen 18° und 42°C ist praktisch 
konstant). Aus Abb.7 errechnet sich fiir die Warmeinaktivierung ein Q,5 
von 2,1, fiir die Chloroforminaktivierung von 3,1 und die Uberlagerung 
beider Reaktionen von 4,3. Auch hieraus ist auf den Ablauf einfacher 
chemischer Reaktionen bei der Inaktivierung zu schlieBen. 

Aus den unterschiedlichen Temperaturkoeffizienten der Chloroform- 
und Warmeinaktivierung geht hervor, daB die Reaktionen verschiedener 


chemischer Natur sind. Sie laufen 
offenbar an verschiedenen reaktions- 
fihigen Gruppen ab. Das wird unter- 
strichen durch die bereits oben er- 
wahnte Beobachtung, daB eine Dia- 
lyse der frisch in Bouillon geernteten 
Phagen gegen P-Puffernur dieWarme- 
inaktivierbarkeit erhoht, nicht jedoch 
die Chloroforminaktivierbarkeit. 
Uber die chemische Natur des 
toxischen Produktes ist auBer ihren 
physikalischen Higenschaften (grenz- 
flichenaktiv, besser chloroform- als 
wasserléslich) sowie der Tatsache, daB 
sie aus einer Reaktion des Chloro- 
forms mit Puffer entsteht, nichts 
bekannt. Es wurde jedoch versucht, 
iiber eine Aufklarung der Reaktions- 
bedingungen, unter denen das 
toxische Produkt gebildet wird, 
einen Anhaltspunkt fiir die Natur des 


43° 37° 52° gee 
Abb.7. Auftragung des Logarithmus der 
Inaktivierungskonstanten k gegen die rezi- 
proke absolute Temperatur (Arrhenius- 
Auftragung). ----y---- Summe_ reiner 
Wiameinaktivierung plus durch Chloroform 
zusitzlich induzierte Inaktivierung bei Tem- 
peraturen >27°C. y— durch Chloro- 
form zusitzlich induzierte Inaktivierung, 

fe) reine Warmeinaktivierung 


Reaktionsproduktes zu gewinnen. Da Chloroform eine Photolyse erlei- 
den kann, bei der unter anderem auch Phosgen gebildet wird, wurde die 
Beteiligung photolytischer Prozesse an der Inaktivierung untersucht. 
Weder bei Verwendung des durch 2,5°/) Alkoholzusatz ,,stabilisierten” 
Chloroforms von Merck (DAB 6) noch bei Verwendung reinsten, in der 
Dunkelheit destillierten Chloroforms, konnte bei parallelen Versuchen in 
Licht und vélliger Dunkelheit eine Wirkung von Licht beobachtet 
werden: tiber 9 Tage waren die Inaktivierungskonstanten aller 4 Proben 
identisch. — Eine Phosgenbildung im Dunkeln scheidet fiir die Erklarung 
der Inaktivierung auch aus, da sich Phosgen wegen seiner Hydrolyse 
nicht bevorzugt in der Chloroformphase anreichern wurde; dariiber 
hinaus konnte selbst nach 10 Tagen keine pu-Anderung des Puffers 
nachgewiesen werden, wie dies nach Hydrolyse des Phosgens zu erwarten 


gewesen ware. 
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Fiir die Frage, in welcher Weise das Chloroform bzw. sein Folgeprodukt 
die Inaktivierungsbereitschaft des Phagen erhdht, bleibt schlieBlich noch 
zu priifen, ob die Inaktivierung reversibel ist, d.h. ob nach Entfernung 
des Chloroforms durch vorsichtige Verdunstung an Luft bei 37°C eine 
Reaktivierung der Phagen beobachtet werden kann. In Abb.8 ist einer 
dieser Versuche eingezeichnet, wobei die in Gegenwart von Chloroform 
bestimmten Uberlebenden als Prozente 
der ohne Chloroform bei 37°C aus- 
gezahlten Plaques dargestellt sind. Es 
ist also wie in Abb.3 nur der in Gegen- 
wart von Chloroform bei 37°C zusatz- 
lich ablaufende InaktivierungsprozeB 
aufgezeichnet. Nach ein- und viertagiger 
Chloroformbehandlung beobachtet man 
nach Entfernung des Chloroforms bei37°C 
eine gewisse Reaktivierung. Es wird je- 
doch weder der Ausgangstiter erreicht, 
noch wird wenigstens bei einem Teil der 
reaktivierten Phagen der Ausgangs- 
zustand wiederhergestellt ; denn nach Er- 
reichen des Reaktivierungsmaximums 
tritt eine erneute Inaktivierung ein. Dar- 
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Abb.8. Reversibilitit der zusitzlichen, 
in Gegenwart von Chloroform ab- 


laufenden Inaktivierung bei 37°C. | aus kann nur geschlossen werden, daB 
Nach 1 und 4 Tagen wurde aus ein- F ae Ore 

zelnen Proben der chloroformbehan- keine echte Reversibilitat des Schadens 
delten P 22-Phagensuspensionen das im physikalisch-chemischen Sinne_ be- 
Chloroform durch Verdunstung bei . ‘ S 
87°C entfernt und jeweils nach 1,4, steht, d.h. das Vorliegen eines reversiblen 
4,4 und 7,4 Tagen der Weichagartiter Gleichgewichtes zwischen einer ge- 
mit logarithmisch wachsenden Indi- Fa ea p WA 
catorbakterien bestimmt. Phagen- schadigten und einer ungeschadigten 
titer nach  Chloroformbehandlung te +. : 

( A Weaker aut Whtmes Struktur. Der urspriingliche Ausgangs- 
inaktivierung = 100°/). Plaquetiter zustand stellt sich nach Entfernung des 


nach Entfernung des Chloroforms a : 
und Weiterbehandlung bei 37°C Chloroforms also nicht wieder her, 


(oar Ozer) ene bei 37°C sondern es entsteht anscheinend ein 
never struktureller Zustand mit einer 
neuartigen ,,[Inaktivierungsbereitschaft‘‘, die weder derjenigen der vollig 
ungeschadigten, noch der unter EinfluB des toxischen Produktes bestehen- 
den entspricht. 
Besprechung der Ergebnisse 
Der unter Chloroformeinwirkung in der Warme ablaufende Inaktivie- 
rungsprozefs besteht nach den experimentellen Befunden offenbar aus 
zwei Schritten: 1. Der Herstellung einer Inaktivierungsbereitschaft und 
2. dem Inaktivierungsvorgang. 
Die Herstellung der Inaktivierungsbereitschaft diirfte sehr viel schneller 
ablaufen als die ihr folgende Inaktivierung. Dieser Schlu8 ergibt sich 
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aus dem deutlich eintrefferartigen Reaktionsablauf bei Chloroform- 
anwesenheit. Verliefe namlich der Proze8 zur Herstellung der Inaktivie- 
rungsbereitschaft (S.156) mit ahnlicher Geschwindigkeit wie die ihm 
folgende Inaktivierung, so kénnte keine Eintrefferkinetik beobachtet 
werden. 

Das Ausma® der hergestellten Inaktivierungsbereitschaft ist quanti- 
tativ bestimmbar an Hand der ihr folgenden Inaktivierung. Die Inakti- 
vierungskonstante & stellt also ein Ma der Inaktivierungsbereitschaft 
dar. Mit ansteigender Chloroformkonzentration C nimmt auch & zu, 
wobei sich k proportional dem Logarithmus von C' verandert. Aus dieser 
Art der Abhangigkeit sollten Aufschliisse iiber den Reaktionsmechanis- 
mus der toxischen Molekiile bei der Erzeugung der Inaktivierungs- 
bereitschaft zu erwarten sein. 

Die gréBere Léslichkeit der toxischen Substanz in Chloroform (8. 157) 
im Vergleich zu Wasser legt zunachst die Vermutung einer gewissen 
physikalisch-chemischen Ahnlichkeit zwischen toxischer Substanz 
und Chloroform nahe. Die Tatsache, da8 Chloroform oberflachenaktiv ist 
und an Grenzflichen durch Adsorption angereichert werden kann, sowie 
die Beobachtung, daB Inaktivierungsvorgange durch Chemikalien haufig 
als Folge von Adsorptionsvorgangen auftreten (ENGELHARD u. HOUTER- 
MANS 1950; StEFERT-GRETCHMAN u. KAPLAN 1958), 1aBt vermuten, daB 
im vorliegenden Fall auch Adsorptionsprozesse mitspielen. Es miiBte 
demnach folgende Kausalkette bestehen: Konzentration der toxischen 
Molekeln im waBrigen Milieu + Anreicherung an der Grenzflache und 
damit Verminderung der Grenzflichenspannung — Verainderung der 
Inaktivierungskonstante &. 

Fiir den Zusammenhang zwischen der Konzentration eines Stoffes im 
Lésungsraum und seiner Anreicherung an einer Grenzflache, verbunden 
mit der Verminderung der Grenzflachenspannung durch den gelésten 
Stoff, fand v. SzyszKOWSKI eine empirische Beziehung, die sich auch 
theoretisch aus der Lanemurrschen Adsorptionsisotherme und dem 
Gibbs-Thomson-Theorem ableiten 1aBt: 


Oyo — 6 C 
w= * —y-n[ 5 +1]. 

In der Gleichung ist op die urspriingliche Grenzflichenspannung, o die 
nach erfolgter Anreicherung des Stoffes in der Grenzflache, der Bruch 
(¢,—G)/o) mithin die relative Verminderung der Grenzflaichen- 
spannung; C bezeichnet die Konzentration des Stoffes im Lésungsraum. 
a und b sind Konstanten; 6 setzt den Platzbedarf der adsorbierten 
Molekeln in der Grenzflache in Rechnung, wahrend a von der Adsorbier- 
barkeit des Stoffes abhingt. Gut adsorbierbare Substanzen besitzen 


162 HERMANN H. PRELL: 


niedrige Werte von a, d.h., schon bei geringen Lésungskonzentrationen 
kann das Adsorbens mit dem adsorbierbaren Stoff gesattigt werden. 

Je niedriger in einem System der numerische Wert von a im Vergleich 
zu C ist, desto genauer wird In C der relativen Anderung der Oberflachen- 
spannung proportional sein. Macht man nun in unserem System die 
plausible Annahme, daB sich k proportional der durch Adsorption er- 
zeugten relativen Verminderung der Grenzflachenspannung verhalt, d.h. 
daB k bei zunehmender Adsorption und damit fallender Grenzflachen- 
spannung steigt, so mu man den gleichen Zusammenhang erwarten, 
wie er nach Abb.6 experimentell gefunden wurde: Oberhalb einer be- 
stimmten Konzentration des inaktivierenden Agens im Puffer besteht 
praktisch exakte Proportionalitét zwischen In C und k bzw. (o)—@)/65. 
Wie es nach der Formel von v. SzyszKOWSKI erwartet werden muB, 
miindet die Kurve nach dem linearen Teil bei hohem C im Bereich 
niedriger C' in die Abszisse ein, da bei sehr kleinem C (a,—o)/o) ~ log 1 
bzw. (¢9—9)/o, ~ 0 ist. 

Wenn man die gleichartigen mathematischen Zusammenhange zwischen 
relativer Veranderung der Grenzflichenspannung und Lésungskonzen- 
tration einerseits sowie der Veranderung von k mit der Lésungskonzen- 
tration andererseits als Hinweis auf gleiche Kausalzusammenhange 
wertet, kénnte man sich folgendes Bild von der Wirkung des gelésten 
Chloroforms auf einen Phagen machen: Das im Puffer geléste Chloro- 
form bildet durch Reaktion mit dem Puffer eine toxisch wirkende 
Substanz, die an einer Struktur des Phagen adsorbiert wird. Als Folge 
dieser Adsorption wird die Struktur des Adsorbens gelockert — formal 
als Verminderung der Grenzflachenspannung beschreibbar — und da- 
durch die Chance fiir eine spontane Inaktivierung erhéht. 

Als nichste Frage ist der zweite Schritt des Reaktionsablaufes, der 
Inaktivierungsvorgang, zu erdrtern, der der beobachteten eintrefferartigen 
Inaktivierung der ,,labilisierten‘* Phagenstruktur zugrunde liegt. Es 
kénnte sich dabei im einfachsten Falle entweder um Warmeschwingungen 
handeln, welche die Sprengung oder Kniipfung einer Bindung innerhalb 
eines Makromolekiils erméglichen, oder es konnte unter den Bedingungen 
der Warmezufuhr eine Reaktion eines einzigen toxischen Molekiils mit 
dem Makromolekiil stattfinden, d.h. also eine ,,echte‘‘ Eintrefferreaktion 
ablaufen. Die dargestellten Versuche gestatten leider keine Unterschei- 
dung zwischen beiden Méglichkeiten. Es kann lediglich festgestellt 
werden, daB die in Anwesenheit von Chloroform zusatzlich ablaufende 
Inaktivierungsreaktion bei Chloroformsittigung des Suspensions- 
mediums einen @,) von 3,1 hat, wihrend die ,,reine‘‘ Warmeinaktivierung 
— ohne Anwesenheit von Chloroform — nur einen Q,) von 2,1 besitzt; 


beide Inaktivierungsabliufe stellen also verschiedene chemische Reak- 
tionen dar. 
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Es ist interessant, zum Vergleich ahnliche, aus der Literatur bekannte 
Inaktivierungsvorgange heranzuziehen, soweit sie geniigend quantitative 
Daten enthalten. Zunichst sei eine Arbeit von SIEFERT-GRETCHMAN U. 
Kaptan (1958) iiber die Inaktivierung des Coli-Phagen T; durch Prot- 
amin erwahnt. Die Autoren konnten nachweisen, dai auch das Protamin 
zunachst an eine Struktur des Phagen adsorbiert wird und da® erst dann 
eine — allerdings sehr rasch verlaufende — Inaktivierung beobachtet 
wird. — Die Untersuchungen iiber die Inaktivierung von Bakteriophagen 
durch Formaldehyd von Hetcken u. SpPrcHER (1959a, b) lassen sich 
beziiglich der Konzentrationsabhangigkeit der Inaktivierung leider nicht 
zum Vergleich heranziehen, da Inaktivierungskonstanten nur fiir 2 ver- 
schiedene Konzentrationen bestimmt wurden. 

ENGELHARD u. Hourermans (1950, 1951) analysierten die Inakti- 
vierung von Bakterien durch Phenol, Formaldehyd, HgCl, und AgNO, 
und beobachteten ganz analog den hier dargestellten Befunden bei der 
Verwendung der Zeit als Dosisvariable Eintreffergeraden und bei Ver- 
wendung der Giftkonzentration als Dosisvariable s-formige Inaktivie- 
rungskurven. Aus dem s-formigen Verlauf schlossen die Autoren zwar 
auf eine Beteiligung von Adsorptionsvorgangen, jedoch konstruierten 
sie zwei verschiedene, mit einer Reihe sehr unwahrscheinlicher Zusatz- 
annahmen belastete und zudem sehr komplizierte , reine‘‘ Treffermodelle, 
bei denen eine ursdchliche Beteiligung von Adsorptionsvorgingen an der 
Tnaktivierungskinetik ausgeschlossen wird. 

Im hier dargelegten Deutungsversuch wurde bewulit auf das Fest- 
halten an der keineswegs zwingenden Vorstellung einer reinen Treffer- 
wirkung einzelner Giftmolekiile verzichtet und dem Deutungsversuch 
auf Grund der einem reinen Treffermodell offensichtlich widersprechenden 
Konzentrationsabhingigkeit die Annahme der Beteiligung von Adsorp- 
tionsvorgangen zugrunde gelegt. Dies erscheint neben den sich aus den 
kinetischen Daten ergebenden Erwagungen auBerdem schon deshalb 
naheliegend, weil das toxisch wirkende Produkt deutlich lipoidlésliche 
Higenschaften aufweist und daher auch grenzflachenaktive Higenschaften 
entwickeln diirfte. Das Ergebnis rechtfertigt den eingeschlagenen Weg; 
denn im Gegensatz zu den mit einer groBen Zahl unbewiesener Annahmen 
belasteten reinen Treffermodellen von ENGELHARD u. HOUTERMANS 
gestattet der vorgeschlagene Reaktionsmechanismus eine relativ einfache 
formale Erklarung aller beobachteten Phanomene unter Zugrundelegung 
bereits bekannter physikalisch-chemischer GesetzmaiBigkeiten und bietet 
neue Méglichkeiten zur weiteren physikalisch-chemischen Analyse. 

An Hand des hier vorgeschlagenen Modelles, das einen Adsorptions- 
vorgang als ersten, schnell ablaufenden Reaktionsschritt einschlieBt, dem 
erst als zweiter Schritt die relativ langsam und eintrefferartig ablaufende 
Inaktivierung folgt, lieBe sich auch eine andere Beobachtung erklaren: 
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Gleichzeitig mit der Erhéhung von & bei steigenden Konzentrationen 
gelésten Chloroforms bzw. toxischer Molekiile war eine Verdénderung 
der Haufigkeitsverteilung verschiedener k innerhalb der Phagen- 
population zu beobachten. Dies lieB sich ableiten aus den in Abb.4 
dargestellten Zeit-Inaktivierungskurven, bei denen mit steigendem C 
der Anteil der resistenten Fraktion an der Gesamtpopulation abnimmt. 
Die Griinde kénnen nicht ohne komplizierte Zusatzannahme in einer 
urspriinglich vorhandenen Inhomogenitaét der Phagenpopulation 
gesehen werden, da dann bei allen Chloroformkonzentrationen stets der 
gleiche Anteil resistenter Phagen zu erwarten ware. Vielmehr scheint das 
Chloroform selbst eine Inhomogenitaét der Population zu erzeugen, wie 
sie fiir die Formaldehydinaktivierung bei Viren von Garp (1957) wahr- 
scheinlich gemacht werden konnte. Nach dieser Vorstellung, die durch 
Ergebnisse der EiweiBchemie und an Viren selbst (MILLER u. STANLEY 
1941, 1942) gestiitzt wird, kénnen durch das giftig wirkende Molekiil 
z.B. Bindungen gesprengt werden, die zwar keine Inaktivierung des 
Virus zur Folge haben, jedoch dessen Inaktivierungswahrscheinlichkeit 
erhéhen. Durch einen ahnlichen Mechanismus ware also die Erzeugung 
der nur bei Chloroformeinwirkung beobachteten, jeweils von der Kon- 
zentration der toxischen Molekiile abhangigen, gemischt resistenten 
Phagenpopulation mdéglich. — Bei der Inaktivierung von T5 durch 
Protamin (STEFERT-GRETCHMAN u. KapLaNn) scheinen ahnliche Verhalt- 
nisse vorzuliegen, da dort ebenfalls erst durch die Protaminzugabe eine 
Inhomogenitat der Phagenpopulation beziiglich der Resistenz gegen die 
Inaktivierung erzeugt wird, wobei verschiedenen Protaminkonzentrationen 
auch verschieden groBe resistentere Populationsanteile entsprechen. 

Wie die Reversibilitdtsversuche zeigen, kann durch Entfernung des 
gelésten Chloroforms die Inaktivierung fiir eine kurze Zeit sistiert, ja 
sogar teilweise riickgingig gemacht werden. Spater setzt jedoch auch 
ohne Anwesenheit von Chloroform eine Inaktivierungsreaktion ein, fiir 
die ohne die vorangegangene Chloroformeinwirkung keine Méglichkeit 
bestanden hatte. Aus diesem Verhalten kann geschlossen werden, da das 
toxische Produkt an den behandelten Phagen Veranderungen erzeugte, 
die zunachst noch nicht notwendigerweise mit einer Verminderung des 
Plaquebildungsvermégens verbunden waren. Dieser Befund kénnte die 
oben abgeleiteten Schliisse bestitigen, das erstens durch die Einwirkung 
des Chloroforms eine Inhomogenitit der Phagenpopulation beziiglich der 
Resistenzeigenschaften entsteht und da zweitens die Erzeugung der 
Inaktivierungsbereitschaft zeitlich von der eintrefferartigen Inaktivie- 
rung getrennt ist. 

Die Griinde der nach Chloroformentfernung — und damit vermutlich 
auch nach der Entfernung des gut chloroformléslichen toxischen Pro- 
duktes — zu beobachtenden temporiren Titererhéhung sind allerdings 
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noch recht unklar. Die Ergebnisse der Reversibilitatsversuche lassen sich, 
wie bereits dargelegt, nicht mit der Annahme in Einklang bringen, daB 
dem chloroforminduzierten Schaden eine im physikalisch-chemischen 
Sinne reversible Reaktion der schadigungsempfindlichen Struktur 
zugrunde liegt; vielmehr diirfte insbesondere beim ersten, formal fiir die 
Herstellung der Inaktivierungsbereitschaft verantwortlichen Reaktions- 
schritt, ein recht komplexes Reaktionsgefiige vorliegen. Bei der geringen 
Kenntnis der differenzierten chemischen und physikalisch-chemischen 
Vorgange, die sich beim Entzug des Chloroforms abspielen diirften, 
erscheint es im Augenblick jedoch wenig sinnvoll, eine detaillierte 
Modellvorstellung iiber jenen Reaktionsablauf zu entwerfen. 

Die Natur der Inaktivierungsreaktion, d.h. die Art der chemischen 
Reaktion sowie die Struktur, an der sie ablauft, ist mit den Mitteln 
der Kinetik zwar einer exakten, aber doch nur formalen Analyse zugang- 
lich. Die Aktivierungsenergien (4 H*) sind verhaltnismafig niedrig, 
und es werden praktisch keine Entropieinderungen beobachtet. Daraus 
kann abgeleitet werden, da8 die Inaktivierung — und damit auch 
die ihr vorausgehende Strukturlabilisierung — nicht mit groBen struk- 
turellen Umbauten verbunden ist, wie sie etwa die Sprengung von Hydra- 
tationshiillen von Proteinen bedeuten. Vielmehr scheint es sich, wie 
auch bei der reinen Warmeinaktivierung, lediglich um einzelne che- 
mische Bindungen zu handeln, die z. B. gesprengt werden k6nnten. 
Dieser Schlu8 wird bestatigt durch die Bestimmung der Temperatur- 
koeffizienten zwischen 27° und 43°C, die mit den Werten von etwa 
2—4 denjenigen einfacher chemischer Reaktionen entsprechen (Abb.7). 

Die vorliegenden kinetischen Daten schlieBen mit Sicherheit aus, daB 
die inaktivierende Wirkung des Chloroforms auf einer Denaturierungs- 
reaktion beruht. Fiir die Beantwortung der Frage, ob ein Protein oder 
die Nucleinsaure des Phagen geschadigt wird, lassen sich jedoch aus den 
kinetischen Daten keine sicheren Schliisse ableiten. Zwar wird in der 
Literatur die Meinung vertreten, da Inaktivierungsvorgange an Viren, 
die mit keiner oder geringer Entropieinderung verbunden sind, im allge- 
meinen die Nucleinsdure betreffen (PoLLARD 1953), jedoch leiten sich 
diese Schliisse meist aus Versuchen mit trockenen und feuchten Phagen- 
praparationen innerhalb wesentlich hoherer Temperaturbereiche ab (60° 
bis 90°C); eine direkte Ubertragung auf die Vorginge innerhalb der hier 
untersuchten Temperaturbereiche erscheint daher nicht ohne weiteres 
gerechtfertigt. AuBerdem liegt dieser Meinung offenbar die keineswegs 
allgemein zutreffende Annahme zugrunde, daB die Zerstérung der bio- 
logischen Aktivitét von Proteinen stets mit struktureller Denaturierung 
verbunden sei. 

Wenn mithin Denaturierungsschaden, insbesondere an Proteinen, 
sowie eine Beeintrachtigung des Adsorptionsvermégens der Phagen als 


166 HERMANN H. PRELL: 


Schadensursache (siehe Einleitung) ausscheiden, so kann es sich nur um 
einen subtileren Schaden handeln, der die Penetration oder das Infek- 
tionsvermégen der Phagen-DNS betrifft. — In diesem Zusammenhange 
sind nun einige Ergebnisse der jiingsten Zeit iiber die Struktur der 
Bakterien- und Phagen-DNS von groBem Interesse. So berichten 
Cavauieri et al. (1959), daB eine nach derDuponol-Methode deproteini- 
sierte DNS (M = 11-10%) durch Behandlung mit Chymotrypsin oder 
Chloroform-Octanol in vier gleichgroBe, aus jeweils zwei Doppelspiralen 
bestehende Bruchstiicke zerfallt, welche ihrerseits durch Erhitzung in 
CsCl in zwei einzelne DNS-Doppelspiralen zerfallen. Die Chymotrypsin- 
bzw. Octanolspaltung liefert identische DNS-Bruchstiicke, die offenbar 
durch Polypeptid- oder Proteinbriicken untereinander verbunden waren. 
Axasut et al. (1958) konnten ebenfalls in isolierter, deproteinisierter DNS 
noch Protein bzw. Polypeptide nachweisen. — Auch in Phagen-DNS, 
injiziert in Bakterien oder isoliert durch osmotischen Schock, sind noch 
geringe Mengen von Protein nachzuweisen (HERSHEY 1957; SPIzIzEN 1957; 
Sexicucut 1958; Levine et al. 1958; Brown et al. 1958; MAnLER et al. 
1959). Die isolierte Phagen-DNS verandert auBerdem nach Behandlung 
mit Chloroform ihre chromatographischen (HERSHEY et al. 1958) sowie 
ihre biologischen Eigenschaften (SEKIGUCHI 1958; Brown et al. 1958). 

Diese kurze Ubersicht macht deutlich, daB isolierte Bakterien- und 
Phagen-DNS durch Chloroformbehandlung verandert und in ihrer biolo- 
gischen Wirksamkeit eingeschrankt wird, wobei die Nucleinsaure offenbar 
durch proteininaktivierende bzw. -abbauende Agentien in kleinere 
Bruchstiicke zerlegt werden kann. Es ist zweifellos méglich, daB an den 
oben analysierten, durch Chloroform ausgelésten Inaktivierungsvorgin- 
gen an intakten Phagen gleiche oder ahnliche Reaktionen beteiligt sind. 
Allerdings kénnen wir mit Hilfe der hier dargestellten Ergebnisse noch 
nicht entscheiden, ob tatsachlich solehe Schaden vorliegen, es die einzigen 
sind und ob dabei Bindungen innerhalb der DNS, innerhalb eines ihr eng 
vergesellschafteten Proteins oder Bindungen zwischen beiden Stoffen in 
Mitleidenschaft gezogen werden. In einer kiinftigen Mitteilung im ein- 
zelnen zu besprechende Ergebnisse legen indessen tatsachlich den SchluB 
auf eine Fragmentation der Phagen-DNS nahe, da nach Chloroform- 
behandlung der Phagen eine verlangsamte Penetration der noch infek- 
tionsfahigen Phagen-DNS zu beobachten ist. Daneben kann aber auf 
Grund der Mehrfachreaktivierbarkeit der in Gegenwart von Chloroform 
induzierten Schiden die Entstehung weiterer, andersartiger Schadigungen 
nicht ausgeschlossen werden, 

Summary 

The temperate phage P22 of Salmonella typhimurium is slowly inacti- 
vated by heat (27—43°C) in a first order reaction kinetic when suspended 
in buffer (pH 6,6) or nutrient broth. When chloroform is added, the 
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inactivation rate is increased by a second, chloroform induced one hit 
inactivation reaction. Both inactivation processes are independend from 
each other. They have temperature coefficients Q,) of 2,1 (heat) resp. 
3,1, (chloroform) and energies of activation of about 26000 cal/Mol. 
After removal of chloroform some partial reversibility was observed. 

The larger the amount of undissolved chloroform on the bottom of 
the suspension the more the inactivation caused by a saturated solution 
of chloroform in buffer or nutrient broth is decreased. From this 
and similar experiments it is concluded that the toxic molecule is not 
chloroform itself but an easily chloroform soluble toxic product 
originating from a reaction between chloroform and buffer resp. nutrient 
broth. 

The dependence of inactivation above 27°C on the concentration of 
dissolved chloroform shows a s-shaped curve. This inactivation kinetic 
seems to be caused by lowering the surface energy of a structural com- 
ponent of the phage. This conclusion is suggested since there is a striking 
similarity in molecular concentration dependence upon lowering the 
surface energy by surface active molecules and the inactivation rate of 
P22 caused by chloroform resp. the toxic molecules. It is further con- 
cluded that the first step in the inactivation reaction is the labilization 
of a macromolecular structure by lowering the surface energy, the second 
step only is the first order reaction inactivation. 

The chemical nature of the toxic product is unknown; its formation 
is not caused by a photochemical reaction, because chloroform induced 
inactivation takes place in complete darkness. 


Fiir wertvolle Unterstiitzung bei der Durchfiihrung der Versuche danke ich 
Frau Dr. H. Pretty, Fri. M.-E. von Korzesus und Frau H. N. Trost. Die Deutsche 
Forschungsgemeinschaft forderte die Untersuchungen in dankenswerter Weise 
durch die Gewahrung einer Sachbeihilfe. 
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In a previous communication we studied the enzyme catalase present 
in the resting spores of Aspergillus niger (BHATNAGAR and KrisHNAN 
1960). The present paper deals with phosphatase(s) which make their ap- 
pearance during germination. 


Materials and Methods 
Preparation of Spore Material 
This has been described in the previous paper (BHATNAGAR and KRriIsHNAN 1960). 


Assay of Phosphatase Activity 


Pyrophosphate, B-glycerophosphate and phenyl phosphate were used as sub- 
strates for phosphatase. For activity determination 2 ml. aliquots of a suitably 
diluted enzyme preparation (either containing, or derived from, 40 mg. of spores/ 
ml.) were taken in 15 ml. centrifuge tubes and mixed with 2 ml. of veronal-NaCl 
buffer (MicHaELis 1931) of suitable pu and 1.0 ml. of substrate. The tubes were 
incubated at 30°C. for half an hour with frequent mixing. At the end of this 
period 2 ml. of 10°/, trichloroacetic acid (TCA) was added to inactive the enzyme. 
The suspension was centrifuged and inorganic phosphate estimated in the super- 
natant by SumMNER’s method (1944). In control experiments substrate was added 
after inactivation of enzyme by TCA. One unit of enzyme was defined as the 
amount which liberated 1g. of inorganic phosphate under these conditions. 


Experimental Results 
The following experiments were carried out using spores which had 
been germinated for 14 hours, and ground with sand and water in a 


chilled mortar. 


1. py-activity Relationship Using Neutralized Pyrophosphate 
The substrate, pyrophosphate, was neutralized to px 7.0, and employ- 
ed in final concentration of 0.0198 m. Mg++ was added in final concen- 
tration of 0.015 m in experiments using buffers of px value 7.0 and above. 


The results showed that phosphatase activity was optimum at px 4.4 in 
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the acid range and at py 7.6 in the alkaline range. The use of borate 
buffer also indicated an optimum at px 7.6. 


2. py-activity Relationship Using Preadjusted Substrates 


Separate experiments showed that the addition of neutralized glycero- 
phosphate and pyrophosphate affected the py of the buffer, especially 
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Fig.1. py-activity relationship of phosphatase using preadjusted substrates and the effect of added Mg** 
Pyrophosphatase without Mgt? o 0; with Mg*+* o------ ©; Glycerophosphatase without 
Mgtt+ x x; with Mg++ x------ x ; Phenylphosphatase 4 A 


when buffers with acid py were employed. It was, therefore, decided to 
preadjust the substrate solutions to the respective py values of the 
buffers employed before use in the assay system. Pyrophosphate and 
glycerophosphate were used in final concentrations of 0.002 m and 
0.009 m, respectively. The effect of added Mgt+ was also tested by 
supplementing it at a level of 0.006 m. The results are represented in 
Figure 1. Also included are results obtained with phenyl phosphate in 
final concentration 0.009 m. 

The graphs in Fig. 1 show that all the three substrates had optimum 
at 4.0. Using pyrophosphate a secondary peak at py 5.2 was also appar- 
ent. However, there was no peak of activity in the alkaline range with 
any of the substrates. When magnesium was added to the system a 
decrease in pyrophosphatase and /-glycerophosphatase activity was 
observed using buffers with acid py; the effect was not so apparent at 
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near-neutral, neutral and akaline pq. In all further experiments sub- 
strates preadjusted to the py optimum of 4.0 were used, in the concen- 
trations indicated. 

3. Efficiency of Extraction of Enzyme by Different Methods of Cell Rupture 


Broken cell preparations were made by grinding germinated spores 
either with sand in a chilled mortar or in a Tefflon tissue grinder marketed 


Table 1. Lxtractability of Phosphatase from Germinated Spores 


°/, of Pyrophosphatase Glycerophosphatase 
Method of nitrogen A U] 0 
f Whole Particu-|___/9 icu-| __‘/o 
extraction ex- homog- Super- ‘“ ie activity ee Super- eens activity 
tracted} enate natent fraction|/2 SUP) enate Haba fraction insuper- 
natant natant 
Activity, units/ml. Activity, units/ml. 


Tefflon tissue 
grinder 46.4 73 33 39 45 48 23 26 48 

Glass mortar 
with sand as 
abrasive 55.4 82 46 37 56. 50 27 21 54 


Wiecttiow UmlaliMolyndatetuGeareeniel Snowe 


aldehyde 
1107" m | 1:10-?m 1-10-?m 1-10°?m 0.5°/ 
9/, inhibition 
Pyrophosphatase 56 59 92 21 44 
Glycerophosphatase 47 60 93 46 55 


by Messrs. Arthur H. Thomas Co., U.S.A., using water as the extractant. 
The resulting suspension was centrifuged at 500 x g in the cold, the 
supernatant separated and the residue suspended in water. Assays for 
enzyme activity and total nitrogen were carried out on the whole homo- 
genates and the separated extracts and particulate residues. The analyt- 
ical results are given in Table 1. 

The data show that better extraction of the enzyme was obtained 
by the use of sand and that there was a correlation between the amount 
of nitrogen and of enzyme activity solubilized. Over 40°/, of nitrogen 
and enzyme activity was associated with the cellular debris. 


4. Effect of Mn++, Cot+, and Zn** on Phosphatase Activity 
Tested at a final concentration of 1 - 10-* m, Mn++, Zn++, and COt+t+ 
did not have any activating effect on either pyrophosphatase or glycero- 
phosphatase activity at px 4.0. On the other hand, Cot++ had a marked 
inhibitory effect (about 35°/) in the case of pyrophosphatase and 40°/, 
for glycerophosphatase), and Zn*++ a slight inhibitory effect. 
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5. Effect of Inhibitors on Phosphatase Activity 
The enzyme assays were carried out in the presence of 1-10-* and ~ 
1- 10-3 m final concentration of sodium fluoride, 1 - 10-?m ammonium 
molybdate, 1 - 10-3 m 1(-+) tartrate and 0.5°/, formaldehyde. The results 
obtained are given in Table 2. The data show that fluoride, molybdate, 
tartrate and formaldehyde are powerful inhibitors of the phosphatase 
activity of the spores. 


6. Stability of Phosphatase on Storage 

Spores germinated for 14 hours were ground with sand and water- 
After performing the initial assay, samples were stored for varying 
periods at room temperature and inside a refrigerator and reassayed. 
The results showed that 20—30°/, of pyrophosphatase and glycero- 
phosphatase activity was lost on storage 

Table 3. Formation of phosphatases at O°C. for 24 hours; at room tempe- 
during germination of spores rature the loss of activity amounted to 


Period of pone Dikc crests 70°/o. Storage for a longer period result- 
salad, phosphatase| phosphate | ed in further loss in activity. 
Activity, units/ml. 7. Heat Stability of Phosphatase 
Takia of fae eric hc A broken cell preparation of the 
o mys 5 3 germinated spores was heated for 5 min. 
14 65 48 at 70°C. and at 98°C. and the activity 
20 105 98 of the resultant suspension compared 


with that of the control samples. It 
was found that both pyrophosphatase and glycerophosphatase suffered 
over 70°/, of loss of activity in 5 min. at 70°C.; there was complete 
inactivation at 98°C. 


8. Phosphatase Activity of Germinated Spores Without Rupturing and 
After Cell Rupture 
Spores germinated for 14 hours were tested in the form of a suspension 
of intact cells and also after cell rupture by grinding with sand. Phospha- 
tase activity could not be demonstrated in the whole cells. 


9. Formation of Phosphatase(s) During Germination of Spores 

Equal weights (500 mg.) of spores were inoculated into identical 
volumes (20 ml.) of medium contained in a number of flasks and allowed 
to germinate on a rotary shaker. At definite intervals of time spores 
were collected by filtration, ground with sand and water, made to volume, 
and assayed for phosphatase activity. The results obtained are given in 
Table 3. The data show that ruptured resting spores had no phosphatase 
activity, that enzymic activity manifested itself some hours after inocula- 
tion and that with further incubation there was progressively increasing 
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activity. Microscopic examination showed that protrusions were not 
formed in 14 hours, but that germ tubes could be made out distinctly 
at the end of 20 hours in a large majority of the spores. 


Discussion 

The enzyme pattern in mold spores has been reviewed in the previous 
paper (BHaTNaGAR and KrisHNAN 1960). Phosphatase (acting on pyro- 
phosphate) has been demonstrated in broken cell preparations of spores 
of putrefactive anaerobe No. 3679 (BRown 1957) and of Bacillus mega- 
terium (LEVINSON 1957; Levinson and CoworKERSs 1958). The latter 
enzyme is characterized by the specific activation by Mn++. Levinson 
and CoworKErs (1958) reported that the resting and germinated spores 
of Myrothecum verrucaria contain a Mn++-stimulated pyrophosphate. 
Hannan (1959) postulated the presence of phosphatase in the spores of 
Asp. niger ATCC 6275 in order to explain the toxic action of the ethyl 
ester of 3-methyl 2 pentenoic acid for germination. Phosphatase activity 
could not be demonstrated by the present authors in resting spores of 
Asp. niger either in the intact or the broken cell preparations. However, 
on inoculation into glucose medium, the phosphatase activity appeared 
in broken cell preparations of the germinated spores in significant con- 
centration, and the specific activity increased progressively with in- 
cubation. The synthesis of the enzyme protein may be considered to 
have been induced in response to contact with the germinating medium. 
Whole cells collected at the end of 14 hours of germination do not show 
phosphatase activity; these cells had to be crushed before the activity 
could be demonstrated. As pointed out by LEVINSON (1957) pyrophos- 
phatase may have a dual role in the metabolism. of spores, one in hydro- 
lysing phosphate compounds on spore coats, thereby rendering the spores 
more permeable, and, the second, in hydrolytically removing the in- 
hibitory pyrophosphate formed in synthetic reactions mediated through 
ATP. Yet another possible role for phosphatase is the catalysis of transfer 
reactions. In this connection, it may be pointed out that Bagags, DAMLE and 
KrisHnan (1954) showed that the spores of Asp. niger contain a high 
concentration of phosphorus and that a significant proportion is present 
in the acid-labile form. A considerable part of the phosphatase enzyme 
was left behind in the particulate fraction on low speed centrifugation 
of homogenates. It may not, however, be necessary to postulate a separate 
particulate-bound phosphatase, since rupture of spores was never 
complete by the techniques adopted and the specific activity of the 
homogenate was not materially altered by separation into soluble and 
insoluble fractions. The phosphatase activity of germinated spores was 
heat-labile like its catalase activity, but unlike the catalase of broken 
cell preparation of resting spores (BHATNAGAR and KRISHNAN 1960). The 
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general properties of the enzyme, such as py optimum, substrate speci- 
ficity, effect of added metals and inhibition by fluoride and molybdate, 
indicate that it closely resembles the unspecific acid phosphatase known 
to occur in plant tissue (SANWAL and KrisHNnaNn 1960). The data obtained 
so far do not permit a clear-cut distinction between /-glycerophospha- 
tase and pyrophosphatase activity of germinating spores, nor a rigid 
classification into one or more types outlined by Rocue (1950). It may, 
however, be pointed out thal-pyrophosphatase activity, unlike f-glycero- 
phosphatase activity shows isodynamicity by having two distinct py 
optima in the acid range. Also, further experiments are necessary before 
the phosphatase of germinating spores can be considered to be similar 
to, or different from, the various phosphatase studied earlier by KrisH- 
NAN and Bagsag (1953) in the mycelium of Asp. niger. 


Summary 


Phosphatase activity could not be demonstrated in the resting spores 
of Aspergillus niger, strain NRRL 599, either in the intact or the broken 
cell preparations. During germination in a glucose medium the spores 
show progressively increasing phosphatase activity in crushed, though 
not whole, cell preparations. More than half of the enzyme could be 
solubilized by grinding the germinated spores with water. The general 
properties of the enzyme indicate it to belong to the class of unspecific 
acid phosphatases known to occur in plants. 
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In the Fall of 1954, a dark blue bacterial colony was observed as a 
contaminant on a plate of Sabouraud’s glucose agar which had been 
prepared for a class at the University of Pennsylvania in Philadelphia. 
The unusual pigmentation attracted the interest of one of the present 
writers; when preliminary examination suggested that the pigment 
formed by the Philadelphia bacterium was similar to that described by 
the other writer in Corynebacterium insidiosum (STARR 1955; 1958), a 
collaboration ensued (KuHN and SrarrR 1956). Our group is engaged in 
studies of several blue-colored bacteria and their pigments; the present 
report is restricted to a description of the blue Philadelphia bacterium, 
its identification as a new species of Arthrobacter, and the relationship of 
the pigment to indigoidine — a substance previously described in 
Pseudomonas indigofera by Etazari-Voicant (1939) and in Coryne- 
bacterium insidiosum by STARR (1955, 1958). 


I. Description of Arthrobacter atrocyaneus, n.sp. 
Morphology 


The most outstanding feature of the blue organism, aside from its 
spectacular color, is its exceeding pleomorphism. A microscopic prepara- 
tion from a mature culture shows cocci of two size ranges, rods of several 
lengths, and irregularly shaped elements. 

By continuous observation with a phase microscope, of a culture 
developing from a single cell planted in a nutrient agar film, it can be 
seen that there is a characteristic cyclic development in shape and size. 
This is parallelled by changes in Gram-stain reaction, in possession of 
flagella and, thus, in motility. Fig. 1 is a photomicrographic record of 
the morphological alteration with time: the three adjacent coccoid cells 
grew into rods within a few hours, becoming relatively long. The division 
of these rods is accompanied by a typical snapping post-fission movement 
which, together with superficially similar arrangements due to develop- 
ment of rods or adjacent coccoid elements, is responsible for the typical 
V-shaped formations (STARR and Kuuwn 1960). These rods develop, 

ile 
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-microscopic observation of the development of Arthrobacter atrocyaneus on a block of nutrient agar suspended in a 
slide-chamber; 22—23°C 


Fig. 1. Continuous phase 


finally, into short rods and coccoid elements; thus completing the cycle. 
The nature of the culture medium has a profound effect upon shape and 
size of the cells, in part by affecting the timing of the cycle. 

The Gram-stain reaction of the blue bacterium varies with the cyclic 
alteration in shape and size. The coccoid cells are Gram-positive; the 
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rods may be Gram-negative, Gram-positive, or Gram-negative with 
Gram-positive polar granules. 

The rod-shaped cells of most young cultures are motile and possess 1 to 
3 flagella, often of considerable length, and arranged irregularly (Fig. 2) 
in the fashion termed “degenerate peritrichous’” by Conn and re 
(1938). The cocci are generally non-motile and atrichous. 


Cultural and Physiological Characteristics 


The determinative methods used for the characterization of this blue 
bacterium are described in the ‘Manual of Microbiological Methods” 


> : . Ry 4 
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Fig. 2. Flagella stain (Gray’s method) of young rod-shaped cells of Arthrobacter atrocyaneus. Photo: 
G. COSENS 


(Soc. Amer. Bact., 1957) and in other contributions from this laboratory. 
Through the kind cooperation of various individuals (notably Drs. 
A. G. LocuneaD, L. E. Sacks, H. J. Conn, T. Greson and J. ORSKOV), 
it was possible to compare this organism directly with authentic strains 
of practically every named species of Arthrobacter and possible relatives 
(except for A. oxydans which we isolated from soil using Sauros’, 1955, 
nicotine enrichment procedure). 

In the conventional terms of these usual determinative tests, the blue 
bacterium can be described as follows: 

Gelatin stab: Growth, but no blue pigment, best at surface; no liquefaction over 
a period of two months. 

Nutrient agar colonies: Circular, three to four mm. in diameter, convex, entire, 
smooth, grey-white. 

Nutrient agar slant: Growth filiform, raised. 

Yeast extract-glucose-calcium carbonate (YDC) agar colonies: Circular, up to 
5 mm. in diameter, convex, entire, smooth, blue to black with copper-like metallic 


luster. 
Peptone agar colonies: Circular, up to 5mm. in diameter, convex, entire, smooth, 


pale orange. 
Sabouraud’s (peptone plus glucose or maltose) agar colonies: Same appearance 


as on YDC agar. 


178 Datsy A. Kun and Mortimer P. STARR: 


Asparagine agar slant: No growth. 

Sguros’ nicotine agar: No growth. 

Nutrient broth: Uniformly turbid; not viscous. 

Potato: Pinkish brown growth. 

Milk: No reaction except that a very slow reduction of the litmus is seen after 
3 weeks. 

Indole not produced in Bacto tryptone broth as tested with Kovac’s reagent. 

Hydrogen sulfide not produced in Bacto tryptone lead acetate agar, thiosulfate 
nutrient broth and cysteine nutrient broth. 


Fig.3. Effect of temperature upon growth and pigmentation of Arthrobacter atrocyaneus on yeast- 

glucose-CaCO,; (YDC) agar. Left to right, top row 5°C, 19°C, 28°C; bottom row 36°C, 39°C, 41°C 

(7 days old). No growth at 5°C; increasingly better growth up to 37°C; 41°C less growth than at 
37°C; 45°C no growth. Pigmentation decreases with increasing temperature 


Sugar media: Produces little (usually transient) or no acidity and no gas from 
various carbohydrates under conditions of the routine “fermentation” tests. 
However, addition of carbohydrates to peptone media permits blue pigment 
formation. 

Cellulose not attacked. 

Starch hydrolyzed; slightly orange-brown, mucoid colonies on starch agar. 

Acetylmethylcarbinol not produced; methyl red test negative. 

Nitrite produced from nitrate. 

Urease not produced. 

Unable to use nitrate or ammonium salts as sole nitrogen source, nor is citrate 
used as sole carbon source. Grows on various mixtures of amino acids; indifferent 
to the common B-vitamins; probably does not require ferrichrome or the terregens 
factor, but no systematic study has been made of its response to these growth 
factors. 

Catalase-positive. 

Aerobic. 

Temperature relations: Optimum temperature for growth 37°C, at which 
temperature no blue pigment is produced; grows well at 24°C with abundant blue 


Arthrobacter atrocyaneus, n.sp., and its Blue Pigment 179 


pigmentation; at 14°C there is essentially no growth. Grows moderately well at 
39°C and 41°C, but not at 45°C (Fig. 3). 

Serology: Through the kindness of Dr. H. KatzNeson, it can be stated that 
this organism is serologically “distinct from all the other named Arthrobacter 
species; although the antiserum does cross-react slightly with A. twmescens at a 
dilution of 1:20”. 


Taxonomy 

The systematic position of this blue microbe is clearly in the genus 
Arthrobacter as redefined by Conn and DimmicK (1947). This genus, 
which has been studied recently by LocHHpap (1957, 1958), SuUNDMAN 
(1958), and Sacks (1954), is characterized by a cyclic alteration in 
morphology precisely as described herein. 

The blue organism has been compared directly with authentic cultures 
of the named Arthrobacter species; it differs from all species of that genus 
listed in the VII Edition of “Bergey’s Manual of Determinative Bac- 
teriology” (LocHHEAD 1957) and from the two new species recently 
described by LocuHEap (1958). The organism is actively motile in 
young cultures; of the presently recognized Arthrobacter spp., only the 
rods of A. citreus and A. simplex are reported to be feebly or occasionally 
motile. The organism does not liquefy gelatin; according to the literature 
(LocHHEaD 1958) and our own experience, most Arthrobacter species 
possess this capacity. The temperature optimum for growth is compa- 
ratively high, much like that of A. simplex and A. flavescens. 

The only blue-pigmented Arthrobacter species in the literature is 
A. oxydans (Scuros 1955). Sauros’ organism forms, only on nicotine 
agar, a diffusible blue pigment which turns red to yellow-brown with age. 
The organism described here does not grow on nicotine agar; produces its 
non-diffusible blue pigment under quite different conditions as described 
below; and further differs from A. oxydans in being motile, not being 
able to grow on asparagine agar, not liquefying gelatin and in its optimum 
growth temperature. 

Under these circumstances, we feel that there is ample justification 
for the claim that this blue bacterium is indeed a new species, for which we 
suggest the name Arthrobacter atrocyaneus, N. Sp., Meaning dark-blue. 

In the determinative key prepared by LocuuEaD (1957, 1958), 
Arthrobacter atrocyaneus would be grouped with the nutritionally more 
exacting species (A. cvtreus, A. tumescens, A. terregens, A. flavescens, and 
A. duodecadis) from which it is readily distinguished on the basis of 
blue pigmentation, lack of need for the terregens growth factor, diastatic 
action, inability to liquefy gelatin, and higher optimum growth tempera- 
ture. 

Il. The Blue Pigment of Arthrobacter atrocyaneus 

The pigment of A. atrocyaneus has a brilliant blue color in dilute 

suspensions or solutions; it is produced so copiously on a suitable agar 
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medium that the colonies look almost black, with a beautiful metallic 
luster. Many cultural conditions affect pigmentation : 

1. .A. atrocyaneus produces the blue pigment only when sugar is present 
in a peptone medium; although heavy growth occurs without sugar, no 
blue pigment is formed (Fig. 4). Glucose, galactose, xylose, maltose 
and lactose have been found to bring about blue pigment formation; 


Fig.4. Effect of sugar upon the blue pigmentation of Arthrobacter atrocyaneus. Left, yeast-glucose- 
CaCO, (YDC) agar; right, the same medium without glucose 


the sugar alcohol sorbitol also serves this function. On starch or cellulose 
agar the organism forms orange-brown colonies, while on agar containing 
solely peptone or peptone and cellulose slightly orange colonies are 
found. 

2. Temperature also plays a significant role in blue pigment formation. 
Although A. atrocyaneus grows best at 37°C, it does not produce any 
pigment at this temperature (Fig. 3). Pigment production in pro- 
portion to growth becomes greater with lower temperatures. At 18°C 
this proportion is high; however, in order to obtain large quantities of 
pigment, it is best to let the organism grow at room temperature of 
about 24°C. It is also interesting to note that colonies which are colorless 
due to incubation at 37°C turn blue within half an hour after being 
placed at room temperature. 

3. The pq optimum for pigment formation is about 6.0. 

4. Oxygen is essential for blue pigment formation. The organism 
evidently produces a reduced form of the pigment which is oxidized to 
its blue state through contact with molecular oxygen. This oxidation- 
reduction effect can be observed in a static liquid culture, in which the 
blue pigment appears upon shaking with air. 

As in Corynebacterium insidiosum (cf. Fig.1 of Srarr 1958), the pig- 
ment from sugar-agar cultures accumulates extracellularly in granules 
which are usually several times as large as the bacterial cells. This 
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difference in mass facilitates the separation of the pigment from the cells, 
which can be accomplished by centrifugation at low speeds, followed by 
decanting the layer of cells, resuspending the pigment in water, recentri- 
fuging and repeating the process several times. A. atrocyaneus does not 
exhibit the ‘‘crowding effect” as does C. insidiosum (cf. Fig.4 of STARR 
1958). This makes it possible to obtain large quantities of pigment from 
the confluent growth of A. atrocyaneus on the surface of agar in large 
trays. The pigment can then be harvested after 5 days’ growth at room 
temperature. 

The crude blue pigment of A. atrocyaneus possesses properties sug- 
gestive of the pigment indigoidine as that material is described from 
Pseudomonas indigofera by ELAZARI-VoOLcANt (1939) and from Coryne- 
bacterium insidiosum by STARR (1955, 1958). The exact chemical nature 
of the blue pigment is at present under investigation. 
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An investigation of nitrogen fixation in West Bengal soils led to the 
isolation of a bacterium that appeared different from all previously 
known types of nitrogen-fixing organisms. A detailed study of this 
organism was therefore undertaken. 


Media and Methods 

The following two nutrient solutions were used for nitrogen fixation experiments: 
A. Mannitol (or other carbon source) 10.0 g.; K,HPO, 0.5 g.; MgSO,-7H,0 0.2 g.; 
CaCl, 0.1 g.; CaCO, 5¢.; Na,WO,:2H,O 0.5mg.; FeCl, and Na,MoO,:-2H,O 
traces; distilled water 1000 ml. 

B. Glucose (or mannitol) 20.0 g.; K,HPO, 1.0 g.; MgSO,-7H,O 0.2 g.; CaSO, 
0.2 g.; FeSO,-7H,O 5 mg; Na,MoO, - 2H,0 0.5 mg.; distilled water 1000 ml. 

Corresponding solid nitrogen-deficient media for general cultivation were prepared 
by adding 2°/, agar to the two liquid media. Medium A was used in the experiments 
carried out at Calcutta, medium B in those made at Lyngby. Cytological examina- 
tions were made according to the Manual of Microbiological Methods (1957). 

Determinations of pq were made with the glass electrode. Nitrogen was determi- 
ned by the Kjeldahl method. All analytical data in the subsequent tables represent 
averages of two or more replicate determinations. The temperature of incubation 
was 25°C unless otherwise stated. 


Isolation 

Plates of nitrogen-deficient mannitol agar were infected with soil 
particles scattered over the agar surface and incubated at room tempera- 
ture. Yellowish colonies appeared after 5 days around some of the soil 
particles, increased gradually in size and assumed a rust-brown colour; 
transfer to nitrogen-free mannitol solution resulted in heavy growth and 
increased nitrogen content. Repeated transfer and plating on nitrogen- 
free mannitol agar yielded eventually pure cultures of the organism. 
Stock cultures were maintained on nitrogen-free agar medium and 
tested periodically for purity by microscopic examination and transfer 
to nutrient agar. Three strains were studied; these were all isolated from 


ye 
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an Adisaptagram soil of py 6.5, the only locality where the organism has 
so far been found. 
Morphology 
The organism shows a wide range of morphological variation. It 
appears in young cultures (20—24 hours) on nitrogen-deficient agar as 
large cells with rounded ends, measuring approx. 3—6 x1.0—1.2 uw. 


Fig.1. From nitrogen-deficient glucose agar .2 days 25°C. Living cells, phase contrast, magn. x 1500 


(Fig.1); later the cells become of more variable length and assume a 
typical alveolar structure (Fig.2). Ageing cultures often contain long 
filaments, sometimes locally swollen and distorted, or cells that assume 
enormous sizes. Endospores are not formed. Motile cells are hardly ever 
seen in nitrogen-deficient solid media but may become quite numerous in 
liquid glucose medium with combined nitrogen (ammonium or glutamic 


acid); the motility is somewhat inconstant and is less prominent in 
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Strain J than in the other two. The motile cells are mostly rather short 
and carry a single polar flagellum, often one at each cell pole (Fig. 3). 

After a few days small vacuoles appear in the cells and increase 
gradually in size and number. Some of them seem to remain as sap 
vacuoles while others on staining with Sudan black followed by saffranine 
assume a deep black colour indicating fat deposits. The vacuoles and fat 
inclusions are separated by thin bars of cytoplasm sometimes containing 
smaller granules that stain dark blue to purplish with Loeffler’s methylene 
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blue and dark green to black with Laybourn’s modification of Albert’s 
diphtheria stain, while the body of the cell appears light green. Starch- or 
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Fig.2. From nitrogen-deficient glucose agar, 5 days 25°C. Stained with 0.1°/, aqueous crystal violet 
magn. xX 1800 


glycogen-like inclusions have not been observed. The Gram reaction is 
constantly negative. 

Already after one or two days most of the rod-shaped cells appear 
surrounded by thin slime capsules demonstrable by staining with 


Fig.3. Motile cells from glucose-ammoniumacetate-solution, 5 days 25°C. Electron-optie picture, 
palladium-cast shadowing, magn. x 12,500. (Phot. Mr. F', CARLSEN, M. Se., Biophysics Laboratory, 
University of Copenhagen) 


aqueous crystal violet as well as by the method of Hiss (Fig.2). The 
capsules later become confluent and the cells appear imbedded in a 
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amorphous mass of slime that stains deeply with crystal violet while the 
vacuolated cells only show a faint violet colour. 


Cultural and physiological Features 


Cultures on nitrogen-deficient agar medium with glucose, mannitol or 
other serviceable carbon sources show a characteristic development. 
The growth in plate or slope cultures is at first thin, whitish and semi- 
transparent, but scattered “colonies” of a more massive and opaque 
character arise after 4 to 7 days. These ‘‘colonies” are at first dome- 
shaped, smooth and dull yellow, assume gradually a diameter of 1 cm or 
more and become coarsely wrinkled, while the colour deepens to a dark 
mahogany-brown. The consistency is very viscous and becomes extremely 
tenacious and gum-like in the areas of heavy growth, after some weeks 
more soft and smeary. The growth between these areas remains thin and 
almost colourless. Renewed plating from the thin and the heavy growth, 
as well as from isolated colonies on nitrogen-deficient agar or nutrient 
agar, results regularly in the same picture: thin whitish growth where 
scattered areas of heavy growth gradually make their appearance. 

The same behaviour was shown by several single-organism isolates 
which Dr. K.I. Jonnstonz, University of Leeds, has kindly made 
available to us. 

Growth in liquid media usually starts as a ring along the edge of the 
liquid and develops into a thick, wrinkled, tough pellicle, and shallow 
layers of medium may change into a firm gelatinous mass after a couple 
of weeks. The colour gradually becomes dark red-brown, as in solid 
media. 

Growth on nutrient agar is rapid but only moderately strong and 
occurs only with a rather heavy inoculum. Plate cultures show round, 
smooth, flatly dome-shaped colonies, slope cultures a narrow, raised and 
smooth streak. The consistency is tough at first but soon becomes soft 
and slimy. The colour changes gradually from pale yellowish to dark 
brown. On agar with 1°/, glucose the growth becomes abundant, smooth 
and deep chocolate-brown. No uneven growth is seen, such as on nitrogen- 
deficient agar. 

Cultures in nutrient broth show a thin, silky, tough pellicle and clear 
medium after one to two days. The pellicle gradually becomes brownish 
and disintegrates after about a week, leaving the broth slightly turbid 
and slimy when shaken. 

Stab cultures in nutrient gelatine show a slow, feeble, whitish growth 
in the stab. The surface growth produces in 3 to 4 weeks a cup-shaped 
depression, but no real liquefaction. 

Growth on potato slices is rapid at first but remains scant and becomes 
rust-brown after a couple of weeks; the potato remains unaltered. 


186 H.L. Jensen, Erm J. Perersen, P. K. De and Roma BHATTACHARYA: 


Cultures in skim milk show a peculiar appearance. Only a scant, slimy 
and colourless surface growth is visible, but the milk slowly becomes 
semi-transparent, viscous and faintly yellow after two to three weeks, 
while the reaction changes to py 8.0—8.2. The content of genuine protein 
(coagulable by heating in acetate buffer at px 4.5) decreases by some 


Fig.4. Petri dish streak cultures on glucose agar, 6 days 25°C. Left: nitrogen-deficient medium. 
Right: medium + 0.1°/) ammonium-acetate. Approx. nat. size (Phot. Mr. A. MUNCH, Agricultural 
Service Aid Bureau, Copenhagen) 


30 to 40°/, in three weeks, but formaldehyde titration shows no significant 
increase in amino nitrogen. A superficial proteolysis (to polypeptides ?) 
thus seems to take place. 

Fermentation tests in 0.5°/) peptone water with 1.0°/, glucose, fructose, 
glycerol or mannitol show heavy growth and formation of acid but not of 
gas. Galactose, maltose, sucrose and lactose are not fermented and the 
growth is no stronger than in the sugar-free control medium. 

Utilization of carbon compounds was tested on slopes of nitrogen-free 
agar medium with 1°/, carbon compound (organic acids as sodium salts). 
Glucose, fructose, ethanol, glycerol, mannitol and sorbitol give a good to 
excellent, mannose and sodium lactate a scant growth. Formate, acetate, 
propionate, pyruvate, succinate, malate, fumarate, galactose, maltose, 
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sucrose, lactose, dulcitol and starch give a trace of growth like the 
“carbon-free’’ control medium. Butyrate, citrate, benzoate and xylose 
suppress growth. 

Utilization of combined nitrogen was tested on glucose agar with 
0.1°/, nitrogen compound (aspartic and glutamic acid neutralized with 
sodium hydroxide). Glutamic acid, ammonium acetate, alanine, sodium 
nitrate and urea, in approximately decreasing order, give a rapid and 


Table 1. Change of reaction in N-free mannitol solution of varying initial pq 


pu after days of incubation 


Growth (28 d.) 


0 7 14 24 28 
5.5 5.8 5.4 5.6 5.0 moderate 
6.7 5.5 5.2 5.6 5.9 vigorous 
6.9 6.7 4.5 4.6 4.6 vigorous 
7.4 7.2 6.8 4.9 4.9 vigorous 
8.4 7.4 6.8 7.0 7.2 vigorous 
8.9 7.3 6.8 7.5 8.0 (dissolved) 


abundant, raised and coarsely wrinkled growth of firm consistency, 
changing from pale yellowish over rust-brown to almost black (darkest 
with nitrate) and sometimes accompanied by a light brown soluble 
pigment in the agar. Growth with ammonium sulphate is at first rapid 
but ceases early, presumably due to acidification. With all these sources 
of nitrogen the growth is much faster than with free nitrogen and. is 
completely uniform, in contrast to the uneven growth on nitrogen-free 
agar (Fig.4). Aspartic acid, asparagine and peptone give a much slower 
growth, uneven and mostly confined to scattered colonies. Glycine seems 
actually toxic, suppressing growth on glucose agar with free nitrogen 
or glutamic acid completely at concentrations of 0.06—0.08°/) while 
0.01 to 0.06°/, causes increasing inhibition and retardation of growth. 

Nitrate is not reduced to nitrite or gaseous nitrogen in nutrient broth 
and very little nitrite accumulates in glucose-nitrate solution. Indole is not 
formed. 

pu-tolerance and change of reaction was first tested in liquid mannitol 
medium (A) adjusted to varying px with hydrochloric acid and sodium 
hydroxide. The results in Table 1 show that the growth range extends 
from px below 5.5 to approx. 9, and that acid formation to px about 4.5 
takes place except at the highest pq-ranges. Other tests were made on 
slopes of glucose agar with glutamic acid and adjusted to px between 4.0 
and 6.5; the growth was here sharply inhibited between px 4.8 and 5.0. 
The limits for growth initiation thus seem to be px approximately 5 and 
9. Glucose solution with ammonium sulphate was gradually acidified to 
pu 4.9—5.0 while no acid was formed in medium with glutamic acid. 
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The organism is an obligate aerobe. No growth takes place below the 
very surface in deep tubes with glucose agar, or under a seal of paraffine 
oil. Nevertheless the catalase reaction is consistently negative, in contrast 
to 16 strains of Azotobacter spp. and 8 of Beijerinckia spp. which all 
proved catalase-positive. 

The temperature relations are those of a mesophile with a rather high 
temperature minimum. Growth is very slow at 15°C. (barely visible after 
a fortnight), best at 25 to 35°C., feeble at 42°C., nil at 50°C. Cells heated 
in glucose solution are killed within 10 minutes at 60°C. and 5 minutes at 
qu: 

Variants 


When replated from nutrient agar on nitrogen-deficient glucose-agar 
Strains JZ and JIJ occasionally produced variants with a smooth, 
glistening colony surface, a softer texture than the original, and a flaky 
growth instead of a pellicle in broth. Strain JIJ also produced a second 
variant with very strongly folded, light greyish-brown colonies and a 
texture that for a couple of months remained as firm and cartilaginous as 
that of a Streptomyces-colony. This last variant seemed to be stable on 
nitrogen-free agar but changed into the “soft”? type when grown on 
nutrient agar with glucose. Several other variants have been observed 
more recently but have not yet been studied in detail. 


Nitrogen Fixation Experiments 

Preliminary tests of nitrogen-fixing power were made in medium A 
with mannitol or glucose, addition or omission of calcium carbonate and 
substitution of primary for secondary phosphate. The gains of nitrogen 
after 30 days at 35°C. were somewhat irregular, varying between 9.4 and 
21.2mg. per 100ml. medium with 1.0°/, carbon source but showed no 
definite influence by calcium carbonate or the kind of phosphate. Another 
experiment was made in medium A with initial pq adjusted to values 
between approx. 6 to 9 by means of hydrochloric acid and sodium 
hydroxide (Table 2). Nitrogen fixation takes place over the whole pxy- 
range and exceeds sometimes 20 mg. per gram glucose (residual carbon 
compound was not determined). The yield seems to depend on the acid 
formation during growth rather than upon the initial py (depression when 
pu declines below 5). 

A similar experiment was made in medium B with 0.25°/) agar and 
0.20°/, primary and secondary phosphate in varying proportions to 
adjust the reaction between pq approx. 4.5 to 8. Table 3 shows that no 
nitrogen fixation (or visible growth) takes place at py 4.4. The yields are 
small at px5.7 but high and fairly uniform at higher levels of py. Strain I/I 
acidifies the medium very strongly during the shorter incubation period, 
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except at initial py 7.8, and Strain J attains a record yield of some 25 mg. 
nitrogen per gram of mannitol (this even on the assumption that all the 
mannitol was consumed). 

These media contain no other buffer than phosphate which has very 
little effect at pu below 5. Attempts were made to prepare a medium of 


Table 2. Influence of pH on nitrogen fixation in medium A (100 ml., glucose 
or mannitol, 1.0%/,). Inc. 30 days, 35°C. 


Glucose medium Mannitol medium 
— N fixed, mg. a. = Fe N fixed, mg. 
‘Initial Final pes cultene Initial Final Splapmatens 
2 
| 59 5.7 10.6 5.9 5.2 17.5 
a 6.4 6.4 15.3 6.4 5.3 17.6 
J 6.7 6.7 15.0 6.8 4.5 5.2 
7.3 4.4 10.2 7.4 4.4 10.9 
Thee 5.2 20.0 7.8 6.8 14.3 
8.8 ffi 21.8 8.9 (fa 12.4 
more stable reaction by addition of sodium succinate which had been 
found non-assimilable as sole carbon source. Medium B was made up 


in solid form with 2.0°/, agar, 2.0°/, mannitol, 0.20°/, phosphate and 
0.02 m sodium succinate 


(sterile buffer solution Table 3. Influence of pH on nitrogen fixation im 


added after autoclaving medium B (mannitol 2.0°/), agar 0.25°/,; 25 ml. in 


of the agar medium). 300-ml. flasks). Inc. 25°C. 


Portions of 25 ml. com- 


Strain J, inc. 22 days | Strain ITT, ine. 15 days 


plete medium adjusted Apes ee glee nay [N #04: ms. 
to pu4.0 to 7.5 were slop- pu final | per culture} P na’ | per culture 
in big test tubes and ee | a |e 
et eee ° 2 l 4.4 4.4 (0) 4.3 (0) 
inoculated with 0.20 ml. 57 53 34 40 37 
cell suspension; a couple — 5.9 6.2 12.5 4.8 9.0 
of tubes of each reaction 6.5 Te 12.5 5.1 9.6 
were used immediately 7.8 7.6 11.6 7.3 10.9 


after inoculation for 
check of initial pa and determination of initial nitrogen in medium 
plus inoculum. As shown in Table 4, growth does not occur at pH 4.6 
(or less), is rather restricted at pu 6.7—7.3 and best at pu 5.6—6.2 
where the gains approach some 19 mg. nitrogen per gram mannitol 
supplied. Growth is accompanied by a shift of reaction to the alkaline 
side, presumably because the succinate buffer is metabolized in the 
presence of mannitol. AN 
The final pu, however, does not exceed 8.8 which seems near the limit 


of alkalinity tolerated (cf. Table 1), and initiation of growth with free 
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nitrogen on the acid side is inhibited somewhere between px 4.6 and 5.2, 
or about the same range of reaction as with combined nitrogen. In its 


Table 4. Influence of pH on nitrogen fixation in solid 
medium B. Inc. 28 d. 25°C. 


N fixed, mg. per culture 


pH pe 
Growth by strain 
Initial Final I 1 aa 
4.6 | 4.6—4.7 = 0 0 (0.1) 


By MISS TO SD Se 
5.6°82—8.5 | +t | 84 b OS lees 
62eb 8-2-8 8 | te ek ee ce 
6.7 W828 |" ee game See Were 
73s 4a oeey Peet 3.7 (1 6.40 |) 63 


Table 5. Influence of molybdenum and vanadium on 
nitrogen fixation (Medium A: 100 ml., 1.0°/, man- 
nitol; Medium B: 25 ml., 2.0°/, mannitol) 


v j 5 © + 
Medium By 15 caus Medium B, 28 days 25°C. 


S5°C. 
Mo, N, mg. per Addition N, mg. per 
p. p.m. culture i culture 
0 2.9 Nil 0.3 
0.5 10.9 Na,MoO, 5 p.p.m. 4.0 
1.0 11.5 NaVO, 1 p.p.m. 0.4 
5.0 11.5 NaVO, 10 p.p.m. 0.1 


Table 6. Nitrogen fixation with different sources of 
carbon 

(Medium B, 25 ml. + 0.25°/) agar + 2.0°/, carbon 

compound [ethanol 2.5 vol.°/5|). Ime. 28 d. 25°C. 


N fixed, mg. per culture! with 


Glucose Ethanol | Glycerol | Mannitol 


Strain J 9.2 | 6.6 | 9.2 | 10.8 


Strain JL 8.1 8.2 8.8 10.0 


1 Kxcess over control medium with no added 
carbon source. 


general py-relations the 
organism thus resembles 
the more acid-tolerant 


types of the azoto- 
bacters. 
The apparent metabo- 


lization of succinate was 
confirmed in qualitative 
tests on slopes of man- 
nitol agar plus bromo- 
thymolblue, initial pq 6.3 
to 6.4; a strongly alka- 
line reaction (pq8.5—8.7) 
arose in the presence of 
sodium salts of several 
other organic acids, even 
formate, that were un- 
serviceable assole carbon 
sources. 

Molybdenum require- 
ment was tested first 
in medium A with three 
doses of molybdenum 
(as sodium molybdate), 
next in medium B puri- 


fied as described by 
Norris and JENSEN 
(1958) and with two 


doses of vanadium as 
substitute for molyb- 
denum. The results in 
Table 5 indicate that 
molybdenum is essential 
or atleast strongly stimu- 
latory for nitrogen fixa- 


tion and cannot be replaced by vanadium. Experiments to test the effect of 
calcium were made in a similarly purified medium containing 0, 2, 4 and 
10 p.p.m. calcium (as chloride). The results were somewhat inconsistent 
but gave no indication that calcium is either essential or stimulatory. 

Upon the whole the three strains show little difference in their nitrogen- 
fixing efficiency with glucose and mannitol. Two of them were compared 
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in medium B with four carbon sources at a rate of 2.0°/, (ethanol as 
2.5vol.°/,added from sterile solution after autoclaving of the basal medium). 
The results (Table 6) show that mannitol is a slightly better nutrient 
(gain of nitrogen exceeding 20 mg./g. mannitol), and the two strains are 
little different except for a lower gain by Strain J with ethanol. 

No immediate explanation can yet be offered for the scattered ap- 
pearence of heavy growth on nitrogen-deficient agar media. These massive 
colonies seem to represent the points where nitrogen fixation becomes 


Table 7. Local distribution of nitrogen fixation in plate cultures on nitrogen-deficrent 
glucose agar 


Number Nug. peri em.?of medium 


Inc. days Appearance of growth OR areNE : 
Mean | Ss. D. 
0 None 6 18 + 4.5 
Bi Thin, semi-transparent 6 17 + 3.3 
7 a) Thin, whitish 7 24 +11.3 
b) Massive yellow colonies 41 +11.9 
Least significant difference between: | Significance: 

0 and 7 days (a), P < 0.05 : 12.2 — 

0 and 7 days (b), P < 0.01 : 19.2 aes 

7 days (a) and (b), P < 0.05 : 16.4 = 


active after a quite long period of latency, as shown by the following ex- 
periment: Petri-dishes with 20 ml. nitrogen-deficient 2°/, glucose agar 
were inoculated over the whole surface with 0.2 ml. cell suspension of 
Strain IJI (from the same medium). Immediately after inoculation and 
after incubation for 3 and 7 days, a number of squares of 1 cm? were 
excised from the medium and nitrogen herein was determined by micro- 
Kjeldahl. Massive yellow colonies became visible between the third and 
seventh day; at the latter date separate areas with thin and massive 
growth were excised. The results in Table 7 show clearly that nitrogen 
fixation is an inducible process even with inoculum from nitrogen- 
fixing cultures. After 3 days there is no suggestion of increased nitrogen 
content in spite of visible growth (presumably at the expense of impurities 
in the medium); after 7 days the nitrogen fixation is indisputable where 
heavy growth has appeared but not yet significant outside these areas. 
The possibility would seem to exist that synthesis of the nitrogen- 
fixing enzymes requires a heavier inoculum than assimilation of combined 
nitrogen, and that therefore nitrogen fixation would begin at points where 
clumps of cells had been deposited on the agar surface, because the 
heavy slime formation makes the cells difficult to disperse evenly. 
However, an experiment with varying size of inoculum in medium with 
13* 
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free and combined nitrogen failed to confirm this hypothesis. A suspension 
of cells of Strain J7 from glucose agar was diluted to a content of 5.0 ug. 
cell-nitrogen per ml. A series of test tubes containing 5.0 ml. glucose 
solution with and without 0.1°/, neutralized glutamic acid was inoculated 
with 0.2 ml. of the original suspension (= 1.0 wg. cell nitrogen) and 
dilutions hereof, increasing by powers of 10 until 10-1° ug. Growth 
appeared in both media until the dilution of 10-? where it was positive in 
one duplicate tube with each medium. The growth was rapid and abun- 
dant with glutamic acid, slow and scant with free nitrogen but still 
accompanied by definite increases in nitrogen content of all tubes with 
positive growth as shown by micro-Kjeldahl determinations after 15, 
20 and 30 days. 


Sensitivity to Antibiotics 

Tests for the effect of a number of antibiotics were made on nitrogen- 
deficient glucose agar plates with test discs (Roskilde Medical Co., ef. 
Lund et al. 1951). Readings were taken after incubation for two days at 
Sy be OF 

The organism proved very sensitive to chloramphenicol (synthetic), 
streptomycin, aureomycin, neomycin, terramycin and penicillin (zones 
of inhibition exceeding 30 mm.), moderately sensitive to polymyxin and 
oleandomycin (zones to 20 to 33, mostly 25 to 33 mm.). Little or no 
sensitivity wasshown to bacitracin and chloromycetin (Park, Davis and Co.) 
which produced zones of 11 to 24 mm. 


Serological Reactions 

A number of serological cross reaction tests were made between the 
new organism and species of Azotobacter and Beijerinckia. The technique 
of immunization and agglutination experiments has been described in 
detail elsewhere (PETERSEN 1959). 

All three strains of the new organism were tested with immune sera: 
Azotobacter chroococcum (32), A. vinelandii (3A), A. agilis (132), A. in- 
signe (8), Beijerinckia indica. All these sera agglutinated the homologous 
strains in dilutions exceeding 1:640 but failed to agglutinate any of the 
strains of the new organism even in a dilution of 1:20. 

An immune serum against Strain //I (soft variant) conversely ag- 
glutinated the homologous strain completely in a dilution of 1:2560 but 
failed to agglutinate the abovementioned strains of Azotobacter and 
Beijerinckia in a dilution of 1:20. The new organism thus seems to be 
different from Azotobacter as well as Beijerinckia in antigenic structure. 
Possibly precipitin reactions would permit a more clear-cut classification 
of the azotobacter and their delimitation from other nitrogen-fixing 
bacteria. 
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Dr. J. R. Norris, University of Glasgow, has according to a recent 
personal communication likewise failed to find serological cross reactions 
between the new organism and Azotobacter spp. 


Taxonomic Position 

The new organism is somewhat difficult to place from a systematic 
point of view. Investigations of recent years have shown that ability to 
fix elementary nitrogen is more widespread among bacteria than was 
formerly appreciated, but most of what we might call “facultative” 
nitrogen fixers grow rather feebly in nitrogen-free media and fix only 
small amounts of nitrogen (in absolute terms, although the efficiency 
in terms of consumed energy material may be considerable). As a contrast, 
the new organism grows about equally well with free and combined 
nitrogen (although some forms of the latter may be utilized more rapidly) 
and may be included in the Azotobacteraceae (Brercry 1957) because its 
nitrogen fixation, although slow, reaches values of at least 20 to 25 mg. 
per gram consumed-glucose or mannitol — a yield that is rarely attained 
and has never with certainty been shown to be exceeded by Azotobacter 
and Beijerinckia. 

In respect of generic distinction the new organism differs from Azoto- 
bacter firstly by the slender rod-shaped appearance of its young cells 
which contrast strongly with the blunt or oval rods of Azotobacter, and 
secondly by the exceedingly tenacious character of its growth. In this 
latter respect it resembles most species of Beijerinckia (cf. DERx 1950, 
Jensen 1954, Buckine 1959), but it differs from this group in other 
characters, firstly by the rather larger size of its cells, secondly and 
perhaps more significantly by the fact that although fat deposits are 
found, they do not occur in the form of big polar bodies that are charac- 
teristic of young Beijerinckia-cells. Moreover the motile forms of Bez- 
jerinckia seem to have lateral flagella while those of the new organism are 
polar if present; also its pu-latitude agrees with Azotobacter rather than 
with Beijerinckia. Finally the new organism differs from both Azotobacter 
and Beijerinckia in its antigenic constitution as well as by its lack of 
catalase. We consider it justified to regard the organism as representing a 
new genus for which we suggest the name Deraia [for H. G. Derx who first 
(1950) called attention to the differences between Azotobacter and Beijerinc- 
kia]. The species epithet gummosa would seem appropriate. 

Derxia nov. gen. may be defined as follows: Rod-shaped, non-spore- 
forming cells, young cells slender, capsule-bearing, with homogeneous 
cyptoplasm, later showing a typical alveolar structure and wide morpho- 
logical variation, under certain circumstances motile with a single polar 
flagellum. The organism is mesophilic, aerobic but catalase-negative 
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and produces acid from several carbohydrates. Growth is poor in sugar- 
free protein media, but vigorous in simple media containing, ¢.g., 
glucose or mannitol where the growth assumes a very tenacious con- 
sistency. Elementary nitrogen is fixed in the absence of combined nitro- 
gen; the gains may rise to 25 mg. nitrogen per gram supplied carbon 
source. There is so far one species, D. gummosa, of which cultures have 
been deposited in The National Collection of Industrial Bacteria, Torry 
Research Station, Aberdeen. 

The family Azotobacteraceae (cf. H. L. JENsEN 1954, V. JENSEN 1955, 
BrErGry 1957) may then be subdivided as follows: 

A. Big, predominantly bluntly rod-shaped to oval, sometimes coccoid 
or yeast-like cells, non-motile or motile by polar or lateral flagella, often 
forming thick-walled microcysts : 

1. Microcysts normally formed: Azotobacter 

2. Microcysts not formed: Azomonas 

B. Predominantly slender rods, non-motile or motile by polar or 
lateral flagella, typically with tenacious slime formation. 

1. Medium-sized rods with polar fat deposits in young cells, catalase- 
positive, strongly acid-tolerant: Beijerinckia 

2. Larger rods without typical polar fat inclusions and with wide 
morphological variation, catalase-negative: Derwia. 

Azotomonas insolita Stapp (1940) is no longer in BERGEY’s Manual 
(1957) placed as an appendix to Azotobacter and seems indeed to have 
little in common with this genus, except for the (apparently less vigorous) 
nitrogen fixation and the formation of big swollen cells under certain 
conditions. 

It must be admitted that the above classification of the Azotobactera- 
ceae makes the family include groups of considerable morphological 
heterogeneity and chiefly united by one striking biochemical property: 
an enzymic outfit that enables them to grow vigorously and almost as 
well with elementary nitrogen as with certain simple nitrogen com- 
pounds. A classification based upon other principles, e.g., the type of 
flagellation, might place the four genera in widely distant groups. 


Summary 
A vigorously nitrogen-fixing bacterium was isolated from a West 
Bengal soil. Cells from young cultures on nitrogen-deficient agar medium 
appear as rods measuring approx. 3—6 x 1.0—1.2 w., with rounded ends 
-and homogeneous cytoplasm. Older cells contain big refractile bodies 
representing vacuoles and fat deposits and show a wide variation in 
shape. Short motile cells with a single polar flagellum arise in liquid 
medium with combined (ammonia) nitrogen. The Gram reaction is 

negative and endospores are not formed. 
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The organism is aerobic but catalase-negative. It grows rather feebly 
in sugar-free protein media, but in nitrogen-deficient media it produces a 
heavy and extremely tenacious growth, of a characteristic uneven 
appearance on agar and changing from white to dark red-brown. Glucose, 
fructose, ethanol, glycerol, mannitol and sorbitol are the best sources of 
carbon. Acid but no gas is formed from several carbohydrates. Nitrogen 
fixation is slow but may amount to 20—25 mg. per gram glucose or 
mannitol supplied. Molybdenum stimulates nitrogen fixation strongly 
and cannot be replaced by vanadium. 

Various forms of combined nitrogen, especially glutamic acid, are 
assimilated more readily than free nitrogen. Growth can be initiated 

‘within a py-interval from approx. 5 to 9; growing cultures may be 
acidified to py 4.5 or less. 

The organism is morphologically, culturally and serologically different 
from Azotobacter and Beijerinckia and is regarded as representing a new 
genus. 
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Untersuchungen tiber den biostatistisch 
noch vertretbaren zeitlichen Abstand bei serienmaBbiger 
indirekter Bestimmung von Gesamtbakterienkeimzahl 
und Gesamtpilzkeimzahl auf Niedermoor 


Von 
KURT DOERNER 


Mit 2 Textabbildungen 
~ (HLingegangen am 10. Februar 1960) 


1. Einleitung und Problemstellung 


Es ist eine allgemein bekannte Tatsache, daB die Masse der boden- 
mikrobiologischen Untersuchungen sich die Klarung stoffwechselphysio- 
logischer Probleme zum Ziel gesetzt hat. Eine der wesentlichsten Auf- 
gaben fiir die moderne Bodenmikrobiologie besteht jedoch auch darin, 
durch produktionsbiologische Untersuchungen die Wechselbeziehungen 
von Boden und Pflanze auf biologischem Gebiete zu klaren. 

Eine kritische Durchsicht der einschlagigen Fachliteratur fiihrt aber 
zu der Erkenntnis, da sich bisher nur eine geringe Zahl von Arbeiten mit 
der Klarung produktionsbiologischer Probleme beschaftigt hat. Die 
Masse davon, vor allem altere Untersuchungen, stiitzt sich dabei auf ein- 
zelne zeitlich willkiirlich gewahlte Untersuchungstermine. Derartige 
sporadische Analysen vernachlassigen einmal die natiirliche Variabilitat 
des Bodens und auBerdem den groBklimatischen EinfluB, vornehmlich 
von Feuchtigkeit und Temperatur (FrHmiR u. FRANK 1938). 

Die bodenmikrobiologischen Untersuchungen unter den Verhaltnissen 
des Freilandes werden somit von einer Anzahl bekannter und unbekann- 
ter, zum Teil unkontrollierbarer Faktoren beeinfluBt. Einer Erfassung 
und Deutung des Wirkungsgrades der einzelnen Faktoren stehen aber 
nicht unwesentliche Schwierigkeiten gegeniiber. 

Am Ende seines erfolgreichen Schaffens auBerte Frufr, daB den 
Schwierigkeiten nur dann begegnet werden kann, wenn in zeitlich und 
raumlich regelmaBigen Abstinden Untersuchungen durchgefiihrt wer- 
den, die eine biostatistische Bearbeitung erfahren. FnHir spricht damit 
im Interesse der Sicherheit der Ergebnisse und der richtigen Deutung 
biologischer Vorgainge im Boden die Forderung aus, die Abstinde 
zwischen den einzelnen Untersuchungsterminen so kurz wie nur méglich 
zu bemessen. 
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In der Literatur sind bodenmikrobiologische Arbeiten, die iiber langere 
Zeitraume durchgefiihrt wurden und eine biostatistische Bearbeitung 
erfahren haben, nur vereinzelt zu finden. Sie vergleichen zum Teil ver- 
schiedene Keimzahlmethoden oder berichten iiber die Moglichkeit der 
Anwendung der Biostatistik bei der Ermittlung von KoloniengréBen. 
Wie oft und in welchem Abstand eine bodenmikrobiologische Probeent- 
nahme erfolgen soll, um den Standort und die Entwicklung des Boden- 
lebens bei produktionsbiologischen Untersuchungen ausreichend zu 
kennzeichnen, ist bisher noch nicht beantwortet worden. 


Wahrend MoLuEr (1955/56; 1956a, b; 1958) bei seinen Untersuchungen 
iiber die Wechselbeziehungen des Bodenlebens und der Standortsfak- 
toren an Futterpflanzenreinsaaten und Futterpflanzengemischen der 
Forderung von Frnér nachkommt und die Untersuchungen mit einem 
Mindestabstand von einem Tag iiber langere Zeitriéume ausfiihrt, ist 
anderen Mitteilungen zu entnehmen, daf nur ein- bis zweimal im J ahre 
Untersuchungen durchgefiihrt wurden. Zum Teil sind jedoch Stimmen zu 
vernehmen, die fordern, daB iiber langere Zeitréume taglich zweimal eine 
Probeentnahme erfolgen soll. 


Pflanzenbauliche Versuche sind mit einer Folge von Wiederholungen 
verkniipft, deren Zahl mit den mikrobiologisch notwendigen Parallelen 
multipliziert eine groBe Summe von Einzeluntersuchungen erforderlich 
macht und die Labor- und Arbeitskapazitat nicht unwesentlich belastet. 
Fine derartige dichte Folge von Einzeluntersuchungen ist nicht immer 
moglich. Im Interesse einer optimalen Ausnutzung der Labor- und 
Arbeitskapazitat ist es deshalb notwendig, bei serienmafigen Unter- 
suchungen den noch vertretbaren zeitlichen Abstand der Probeentnahme 
zu kennen. 

Den Ausfiihrungen ist zu entnehmen, da in der vorliegenden Arbeit 
der Versuch unternommen wird, mit Hilfe eines variationsstatistischen 
Priifverfahrens (vgl. FisHer in Mupra 1952) den noch vertretbaren zeit- 
lichen Abstand der Probeentnahme bei produktionsbiologischen Unter- 
suchungen fiir Bodenbakterien und mikroskopische Bodenpilze zu be- 


stimmen. 
Standort und Methodik 


Das zu untersuchende Bodenmaterial wurde einem aus Schilf-, Seggenmoortorf 
mit Bruchwaldeinschliissen bestehenden Niedermoor entnommen. Die Machtigkeit 
der Moorschicht betragt 8—12dm und hat folgenden Profilaufbau: 1. Von 0 bis 4 dm 
gut vererdetes Niedermoor. 2. Von 4 bis 6dm schwach vererdetes Niedermoor, 
darunter befinden sich in wechselnder Machtigkeit Ton-, Kalk- und Lebermudde 
iiber mineralischem Untergrund. 

Die Untersuchungen wurden an einem Wechselnutzungsversuch und an einem 
Ansaatmethodenversuch im Jahre 1957 durchgefiihrt. Untersucht wurden die Bo- 
denproben auf die Hohe der Gesamtbakterienkeimzahl und auf die Hohe der 
Gesamtkeimzahl mikroskopischer Bodenpilze. Die Probeentnahme erfolgte auBer 
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sonnabends an 5 aufeinanderfolgenden Wochentagen. Dabei erstreckten sich die 
Untersuchungen iiber 3 bzw. 4 Wochen. 

Mit einem 2 cm® fassenden Bodenbohrer wurden aus der zu untersuchenden 
Bodenschicht von 2 bis 5 em Tiefe durch fiinf Einstiche jeweils 10 cm* entnommen. 
Durch fortlaufende Verdiinnung wurden fiir jede zu untersuchende Bodenprobe 
4 Platten mit einem Verdiinnungsverhaltnis von 1:1000 fiir die mikroskopischen 
Bodenpilze und 1:100000 fiir die Bodenbakterien angesetzt. Die Platten wurden bei 
27° bebriitet und nach 72 Std mit Hilfe der Wolf-Hiigelplatte bei den Bakterien 
und bei den mikroskopischen Bodenpilzen mit einem Mikrofilmlesegerat ausgezahlt. 
Die Zusammensetzung der Nahrbéden war folgende: 


A. Bodenbakterien B. Mikroskopische Bodenpilze 
Bodenextrakt-Bouillonagar Biomalzagar 
1000 cm® Bouillon 1000 cm® Leitungswasser 
1000 em* Bodenextrakt 20g Agar 

3¢  Natriumchlorid 30g  Biomalz 

2g sek Natriumphosphat pu 5,4 

“10g  Pepton 
20g Agar 
pu 7,8 


2. Methode der biostatistischen Bearbeitung der Keimzahlen 


Die durchschnittlichen Tageswerte jeder Probe wurden nach Fruchtart, Ver- 
suchsglied, Diingung und Grundwasserstufe geordnet. Danach ist durch Addition 
und anschlieBende Division der durchschnittliche Periodenwert, der in unserem 
Falle den Durchschnitt aus 5 aufeinanderfolgenden Tageswerten darstellt, fiir 
jeden Faktor gebildet worden. Diese Werte, geordnet nach den Hauptstreuungs- 
ursachen, bilden den Ausgangspunkt fiir die varianzanalytische Auswertung. 
AuBerdem haben wir versucht, durch Kombination der verschiedenen Hauptstreu- 
ungsursachen, die GroBe der gegenseitigen Beeinflussung verschieden faktorieller 
Beziehungen gegeniiber dem Versuchsfehler zu testen. 

Der alleinige Nachweis in der Varianztabelle, daB ein biostatistisch gesicherter 
Unterschied eines Hauptfaktors gegeniiber dem Versuchsfehler besteht, konnte uns 
nicht geniigen, da es Aufgabe der Untersuchungen war, den Abstand der Probeent- 
nahme festzustellen, wo zwischen einer tiglichen Probeentnahme und einem lange- 
ren Zeitraum in der Hohe der Keimzahl kein statistisch gesicherter Unterschied 
mehr besteht. 


Im einzelnen wurden folgende Abstinde und Kombinationen gegen- 
iiber einer taglichen Probeentnahme in der Woche gepriift: 

a) Eine einmalige Probeentnahme in der Woche an verschiedenen 
Wochentagen. 

b) Eine zweimalige Probeentnahme in der Woche mit einem Abstand 
von 2 Tagen. 


c) Kine dreimalige Probeentnahme in der Woche mit einem Abstand 
von einem Tag. 


3. Erliuterung der bodenbakteriologischen Versuchsergebnisse 


Nach der Gruppierung in sinnvolle Gesichtspunkte 1i8t sich schon in 
der Varianztabelle des Versuches W III (Tab. 1, S. 199) und des Versuches X 
(Tab. 2, 8. 199) bei der Errechnung der yon SNEDECOR mit 95°/,iger 
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Tabelle 1. Varianztabelle 1957 
Gesamtbakterienkeimzahl W III vom 19. August bis 6. September 


i 


Summe der 
Streuungsursache Streuungs- FG 3 F Ft 
quadrate 

Gesamt 2397771,21 |431 — a = 
HF Periode 264220,43 | 2 |132110,22) 36,87 | 3,06 
HF Probeabstand 310963,40| 8 | 38870,42| 10,85 | 2,00 
HF Block 93773,43 3 | 31257,82) 8,72 | 2,07 
HF Parzelle 280005,30| 3 | 93335,10) 26,05 | 2,67 
WW Periode/Probeabstand 183452,40) 16 | 11465,78} 3,20 | 1,82 
WW Periode/Block 38035,23 | 6 6339,20| 1,77 | 2,16 
WW Periode/Parzelle 33052,65| 6 :! 5508,78) 1,54 | 2,16 
WW Probeabstand/Block | 52863,35| 24 | 2202,64) 0,61 | 1,73 
WW Probeabstand/Parzelle 76 182,54 | 24 3 174,27) 0,88: \1,73 
WW Block/Parzelle 153046,79 | 9 | 17005,20| 4,75 | 2,00 
WW/W Periode/Probeabstand/Block 99466,65 | 48 2072,22| 0,58 | 1,44 
WW/W Periode/Block/Parzelle 25047,33 | 18 1391,52} 0,39 | 1,92 
WW/W Probeabstand/Block/Parzelle 223913,90 | 72 3109,92| 0,87 | 1,35 
WW/W Periode/Probeabstand/Parzelle 47833,95 | 48 996,54| 0,28 | 1,44 

Fehler 515913,86 | 144 3582,74| — — 


HF = Hauptfaktor; WW = Wechselwirkung der Hauptfaktoren ; Ww/W = 
Wechsel-Wechselwirkung der Hauptfaktoren; FG = Freiheitsgrad ; s? = Streuungs- 
quadrat; F = Fehler; Ft = Fehlertest. 


Tabelle 2. Varianztabelle 1957 
Gesamtbakterienkeimzahl Versuch X vom 6. Mai bis 28. Mai 


ae 


Summe der 
Streuungsursache Streuungs- FG iy F Ft 
quadrate 

Gesamt 698 271,22 | 287 — = = 
HE Periode 154840,16 3 | 51613,38 | 96,39 | 2,67 
HEF Probeabstand 44458,15 8 | 5557,27| 10,38 | 2,00 
HF Diingung 5 373,39 1 5373,39 | 10,04 | 3,91 
HE Grundwasser 37332,78 1 | 37332,78 | 69,72 | 3,91 
WW .Periode/Probeabstand 24.664,88 | 24 1027,70| 1,92 | 1,64 
WW ~sPeriode/Diingung 88,38 3 29,46 | 0,06 | 8,53 
Ww . Periode/Grundwasser 11410,28 3 3803,43 | 7,10 | 2,67 
Ww  Probeabstand/Diingung 10 240,32 8 1280,04| 2,39 | 2,00 
WW . Probeabstand/Grundwasser 6 678,99 8 834,87 | 1,56 | 2,00 
WW _ sDiingung/Grundwasser 37332,78 1 | 37332,78| 6,97 | 3,91 
WW/W Periode/Probeabstand/ 

Diingung 123743,38 | 24 | 5155,97| 9,63 | 1,64 
WW/W Periode/Probeabstand/ Grund- 

wasser 11028,20 3 | 3676,07| 6,86 | 2,67 
WW/W Probeabstand/Diimgung/ 

Grundwasser 4689,03 8 586,13 | 1,09 | 2,00 
WW/W Periode/Probeabstand/ Grund- 

wasser 136435,39 | 24 | 5684,81 | 10,62 | 1,64 

Fehler 89955,11 | 168 535,45 | — = 
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Wahrscheinlichkeit gefundenen Grenzwerte im F-Test ein statistisch 
gesicherter Unterschied nachweisen. 

Die Streuungsquadrate und der F-Test weisen nach, da®B bei einer 
Gruppierung in die Hauptstreuungsursachen die gr68te fehlerkritische 
Abweichung in beiden Versuchen bei dem Hauptfaktor Periode auftritt. 
Es folgen entsprechend der GréBe der Streuung Parzelle bzw. Grund- 
wasser, danach folgt die Streuungsursache Probeabstand und schlieBlich 
Block bzw. Diingung. Die gréBte Beeinflussung wird von der Witterung 
(Periode, Grundwasser) und der Fruchtart (Parzelle) auf die Hohe der 
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Abb. 1. Die Abhingigkeit der Gesamtbakterienkeimzahl von Grundwasser und Periode 


Keimzahl ausgeiibt. Wahrend von der Kombination der Hauptfaktoren 
des Versuches W III (Tab. 1, 8. 199) nur die Wechselwirkung Periode/ 
Probeabstand und Block/Parzelle in ihrer Beeinflussung auf die Héhe der 
Keimzahl eine biostatistische Sicherung nachweist, zeigen beim Versuch X 
(Tab. 2, 8.199) fast alle Wechselwirkungen auBer Periode/Diingung, 
Probeabstand/Grundwasser und der dreifachen Wechselwirkung Diin- 
gung/Grundwasser/Probeabstand eine biostatistische Sicherung. 

Bei den Untersuchungen an dem Versuch X tritt besonders stark der 
periodenmaBig bedingte KinfluB des Grundwasserstandes auf die Héhe 
der Keimzahl in Erscheinung. Die Hohe des Grundwasserstandes betrug 
auf den Parzellen des Versuches X mit hohem Grundwasserstand in der 
Zeit vom 6. 5. bis 28. 5. durchschnittlich 45 em, und auf den Parzellen 
mit tiefem Grundwasserstand in der Zeit vom 6.5. bis 28.5. durch- 
schnittlich 60 cm. Die groBe Hitze und lange Trockenheit im Friithsom- 
mer 1957 lieBen auf den zu feuchten Parzellen den Grundwasserstand 
absinken und dadurch die Keimzahlen infolge besserer Durchliiftung an- 
steigen. Auf den Parzellen mit an sich optimalem Grundwasserstand 
fielen die Keimzahlen infolge der Trockenheit ab (Abb. 1). 
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Die eigentliche varianzanalytische Priifung ist damit abgeschlossen. 
Durch den Probeabstandstest soll versucht werden, die Gréfe der Ab- 
weichungen der einzelnen Untersuchungstage gegentiber einer taglichen 
Probeentnahme festzustellen. Die verschiedenen Probeabstande charak- 
terisieren folgende Untersuchungstage bzw. -kombinationen: 


Probeabstand I — durchschnittliche Keimzahl aller Untersuchungstage einer 
Periode (Montag—Freitag). 

Probeabstand II = durchschnittliche Keimzahl vom Montag aller Perioden. 

Probeabstand III = durchschnittliche Keimzahl vom Dienstag aller Perioden. 

Probeabstand IV = durchschnittliche Keimzahl vom Mittwoch aller Perioden. 

Probeabstand V = durchschnittliche Keimzahl vom Donnerstag aller Perioden. 


Probeabstand VI = durchschnittliche Keimzahl vom Freitag aller Perioden. 

Probeabstand VIL = durchschnittliche Keimzahl vom Montag und Donnerstag 
aller Perioden = 2 Tage Abstand. 

Probeabstand VII = durchschnittliche Keimzahl vom Dienstag und Freitag aller 
Perioden = 2 Tage Abstand. 

Probeabstand IX = durchschnittliche Keimzahl vom Montag, Mittwoch und 
Freitag aller Perioden = 1 Tag Abstand. 


4. Bodenbakteriologischer Probeabstandstest 


Ein Vergleich der einzelnen Untersuchungstage gegentiber dem Probe- 
abstand I zeigt bei Versuch W ILI (Tab. 3, 8. 201) in 2 Fallen eine negative 
und in einem Falléine positive Abweichung in der Hohe der Keimzahl. Bei 
zwei Probeabstanden sind keine biostatistisch gesicherten Unterschiede 


Tabelle 3. Bodenbakteriologischer Probeabstandstest 


eae z Rel. | Sign. z Rel. Sign. 
Versuch W IIT Versuch X 
vom 19. August bis 6. September vom 6. Mai bis 28. Mai 

I 118,42 100,00 (V) I 84,81 100,00 (V) 
Il 103,70 87,57 — II 102,61 120,99 + + 
Til 86,44 12,99 OO Il 81,93 96,60 _ 
IV 97,45 82,29 — IV 84,84 100,04 — 
Vv 101,02 85,31 (0) Vv 120,50 142,08 +++ 
VI 176,89 149,38 +++ VI 95,33 112,40 (+) 
Vil 107,38 90,68 — vil 111,53 131,50 +++ 
Vill 158,19 133,58 ++ VII 94,35 111,25 (+) 
IX 112,84 95,29 — IX 88,67 104,55 — 


V = Vergleichsbasis; + + + bzw. 000 =0,1°/, sehr gut gesichert; + + bzw. 
0 O = 1%, gut gesichert; +bzw. O = 5°/, gesichert. 


vorhanden. Die Probeabstande II—VI bei Versuch X (Tab. 3, S. 201) 
sind in 3 Fallen positiv gesichert und zweimal sind keine biostatischen 


Unterschiede vorhanden. 
Ein Vergleich der Ergebnisse vom Versuch W III und Versuch X 


zeigt, daB zwischen den Untersuchungstagen nur in einem Falle eine 
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Gleichsinnigkeit gegeniiber dem Probeabstand I besteht. Die tibrigen 
Probeabstande vom Versuch W III und Versuch X zeigen nicht nur in 
der Tendenz, sondern auch in der GroéBe der Abweichungen Unterschiede 
gegeniiber dem Probeabstand I. 

Die wechselvollen Ergebnisse der einzelnen Probeabstiande gegeniiber 
einer taglichen Probeentnahme (Probeabstand I) weisen darauf hin, dah 
eine einmalige Probeentnahme in der Woche zu falschen SchluBfolge- 
rungen fiihren muB. 

Wird in der Woche eine zweimalige Probeentnahme (Montag und Don- 
nerstag) durchgefiihrt, so ist bei Versuch X eine statistisch gesicherte 
positive Abweichung vorhanden Erfolgt die Probeentnahme an 2 ver- 
schiedenen Tagen in der Woche (Dienstag und Freitag), so tritt bei 
den Versuchen eine positiv biostatistisch gesicherte Abweichung gegen- 
iiber dem Probeabstand I auf. 

Eine zweimalige Probeentnahme mit einem Abstand von 2 Tagen 
zwischen den einzelnen Untersuchungen laBt noch biostatistisch ge- 
sicherte Unterschiede gegeniiber dem Probeabstand I auftreten. Die bio- 
statistische Gleichsinnigkeit wird erst erreicht, wenn das Ergebnis einer 
dreimaligen Probeentnahme (Probeabstand LX) in der Woche verglichen 
wird mit dem Wert einer tiglichen Probeentnahme (Probeabstand I). 


5. Wechselwirkungstest Probeabstand/Periode 

Die biostatistische Sicherung der Wechselwirkung Probeabstand/ 
Periode in der Varianztabelle des Versuches W III (Tab. 1, S. 199) weist 
darauf hin, da8 durch eine einfache Gruppierung der Hauptstreuungs- 
ursachen nicht alle Beziehungen geklart werden kénnen. In dem Test der 
Wechselbeziehungen Probeabstand/Periode ist fiir jeden Probeabstand 
der dazugehorige Periodentest aufgeschliisselt worden. Die gréBere 
statistische Sicherheit der Hauptwirkung Periode gegeniiber dem Ver- 
suchsfehler mu8 sich bei der Wechselwirkung Probeabstand/Periode in 
der Weise durchsetzen, daB die periodenmaiBige Entwicklung bei allen 
Probeabstiéinden in ahnlicher Weise verliuft wie bei Probeabstand I, bzw. 
daB bei einem Vergleich der gleichen Periode aller Probeabstande gegen- 
iiber der gleichen Periode bei einer tiglichen Probeentnahme eine stati- 
stische Gleichwertigkeit vorhanden ist. Tritt eine Abweichung beim Test der 
gleichen Periode ein, so ist der Hinweis gegeben, da sich der Haupt- 
faktor Probeabstand nicht nur im Durchschnitt aller Perioden auBert, 
sondern auch in den einzelnen Probeabstanden und Perioden verschieden 
stark auftritt. 

In dem Versuch W III (Tab. 4, S. 203) ist achtmal eine statistische 
Gleichwertigkeit der Periode 2 gegeniiber der Periode 1 vorhanden. Nur 
bei dem Probeabstand III ist eine biostatistische Sicherung der Periode 2 
gegeniiber der Periode 1 vorhanden. Es ist jedoch anzunehmen, da der 
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Wert 49,80 bei dem Probeabstand III Periode 1 zu niedrig ist und so die 
Sicherung auftritt. Uber die naheren Ursachen kann jedoch keine Aus- 
kunft gegeben werden, da nur eine Keimzahlmethode angewendet wurde 
und andere Faktoren, wie z. B. antibiotische Einfliisse, nicht untersucht 
wurden. Das Ansteigen der Keimzahlen in der 3. Periode gegeniiber der 


Tabelle 4. Test der Wechselwirkung Probeabstand/Periode W III 


ee i es 


Probeabstand 
(Wochentage der 
Probeentnahme) 


Periode 


x 


Rel. 


Sign. 


Rel. 


Peet ope nan) el Ma ies ea 


i @ aller Tage 


II Montag 


iil Dienstag 


IV Mittwoch 


V Donnerstag 


VI Freitag 


VIL @ Montag und 
Donnerstag 


VIII @ Dienstag 
und 
Freitag 

IX @ Montag, 
Mittwoch 
und Freitag 


Periode 1 laBt sich sechsmal nachweis 
statistische Gleichwertigkeit der 3. Perio 


Go RS Oa Re es eo RS 0S ROP G9 BO ee CS Ro eee Pore Go Ro reo 


100,48 
106,63 
148,13 
97,19 
99,80 
106,24 
49,80 
106,31 
116,50 
88,49 
83,61 
120,26 
112,44 
97,81 
92,81 
91,72 
17,31 
196,97 
112,44 
97,81 
112,44 
97,06 
106,01 
174,84 
92,59 
86,73 
159,21 


100,00 
106,12 
147,42 
100,00 
102,68 
109,31 
100,00 
213,47 
233,94 
100,00 

94,48 
135,90 
100,00 

86,99 

82,54 
100,00 

84,29 
214,75 
100,00 

86,99 
100,00 
100,00 
109,22 
180,14 
100,00 

93,67 
171,95 


100,00 
100,00 
100,00 
96,72 
93,60 
71,72 
49,56 
99,70 
78,65 
88,07 
78,41 
81,18 
111,90 
91,73 
62,65 
91,28 
72,50 
132,97 
111,90 
91,73 
75,90 
96,60 
99,42 
118,03 
92,15 
81,34 
107,48 


denen zum Teil ebenfalls steigende Tendenzen vorhanden sind. 


Ein Vergleich der Period 
weist in 3 Fallen eine statist 
In der periodenmafigen Entwicklung 
ist bei einem Vergleich der Periode 
einmal eine geringe 


statistische Abweichung v 


Vv 


V 


en. In 3 Fallen besteht eine 
de gegeniiber der 1. Periode, bei 


en zwischen den Probeabstanden I bis [IX 
isch gesicherte Abweichung auf. 


des Versuches X (Tab. 5, S. 204) 
2 gegeniiber der Periode 1 nur 
orhanden. Von den 
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9 Probeabstanden sind in der 3. Periode viermal positive Abweichungen 
vorhanden. Die restlichen 5 Probeabstande sind statistisch gleichsinnig 
gegeniiber der Periode 1. Davon zeigen 2 steigende Tendenzen, die 


Tabelle 5. Test der Wechselwirkung Probeabstand/Periode Versuch X 


Probeabstand re | [ , 
(Wochentage der Periode | x Rel. / Sign. Rel. Sign. 
Probeentnahme) | | | 
| 
I & aller Tage | 4 | 87,59. | 100,00 (V) | 100,00 Vv 
2 70,08 80,01 | — | 100,00 Vv 
3 73,08 $3,435.10 i 100,00 V 
4 128.50 —+-146,71—4——sbote 100,00 V 
II Montag 1 81,36 | 100.00 | (V) | 92,89 = 
2 97,99 | 120,44 = 139,82 che 
3 | 174,60 91ST AWTS 101,94 me 
4 136,58 | 167,87 | ++ | 106,29 =< 
Il Dienstag 1 67,06 | 100,00 | (V) | 76,56 = 
2 | 72,90 | 108,71) — | 104,02 BK 
ayy “st senl Sian — 83,82 a 
ise 126,51 | 188,65 | +++ | 98,45 ts 
IV Mittwoch | 1 | 70,08 | 100,00 | (V) | 80,01 | — 
DT A 4. 58,66 | (0) 58,66 oh 
3 104,49 | 14910 | + | 142,98 i 
a> 133,67 190,74 | ++4 104,02 -- 
V Donnerstag 1 64,06 100,00 | (V) | | 73,14 a 
2 76,49 | 11940 | — | 109,15 —* 
3 | 208,89 | 32608 | +++ | 285,84 | +44 
4 132,55 206,92 | +++ | 103,15 = 
VI Freitag 1 67,79 | 100,00 (V) 77,39 — 
2 86,96 | 128,28 — | 124,09 = 
3 | 113,21 | 167,00 ++ | 164,91 ae 
|} 4 | 113,88) 167,25 | ++ | 988,23 - 
VIL @ Montagund| 1 72,69 100,00 (V) 82,99 -- 
Donnerstag 2 87,21 | 119,98 | — | 124,44 —J 
3 141,69)" 104. pahit 4 + fF 193.68 Spey 
4 144,53 198,83 + +4 112,47 — 
1 
2 
3 
4 
1 
2 
3 
4 


VIII & Dienstag u. 67,43 | 100,00 | (V) | 76,98 — 
Freitag | 79,95 | 11857 | — | 114,08 —_ 

| 87,25 | 12939 | — | 11939) — 

| 120,08 178,08 | +++.) 98,45 — 

IX © Montag, | 73,49 | 100,00 | (Vv) 83,90 — 
Mittwoch u. | 72,02 98,00 — | 102,77 — 
Freitag | 97,40 | 132,54 — +} 133,28 _ 


134,55 183,09 | +++ 104,71 — 


jedoch im Bereich der Fehlerstreuung liegen. In der 4. Periode ist bei allen 
neun Probeabstanden eine statistische Erhéhung der Keimzahl gegeniiber 
der Periode 1 zu verzeichnen. 

Beim Periodenvergleich wird die Variation des zeitlichen Abstandes 
von dem groBklimatischen EinfluB der Periode unterdriickt. 
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In beiden Versuchen zeigen die statistischen Sicherungen, daf die 
Wechselwirkung Probeabstand/Periode besonders stark von der Periode 
bestimmt wird und in allen Probeabstanden im allgemeinen eine gleiche 
Entwicklung der Gesamtbakterienkeimzahl vorhanden ist. 


6. Erlauterung der bodenmykologischen Versuchsergebnisse 


Die Varianztabellen des Versuches W III weisen bei der Priifung der 
Streuungsursachen der %-Werte im Friihjahr (Tab. 6, 8. 205) und Herbst 
(Tab. 7, S. 207) auf den besonders starken EinfluB der Hauptfaktoren 
Parzelle (Fruchtart) und Periode hin. Bei einem Vergleich mit den 
Varianztabellen der Bodenbakterien kann festgestellt werden, daB der 
Hauptfaktor Probeabstand bei Bakterien und mikroskopischen Boden- 
pilzen in seiner Einwirkung auf die biostatistische Sicherung gegentiber 


Tabelle 6. Varianatabelle 1957 
Mikroskopische Bodenpilze Versuch W III vom 6. Mai bis 28. Mai 


| Summe der 
Streuungsursache Streuungs- FG oF F Ft 
quadrate 

Gesamt 28284,16 |575 — — -- 
HE Periode 4576,08 3 | 1525,36 (123,31 | 2,65 
HF Block 388,59 3 129,53 | 10,47 | 2,65 
HF Parzelle 2975,20 3 991,73 | 80,17 | 2,65 
HF Probeabstand 499,23 8 62,40 5,04 | 1,98 
WW ~~ Block/Probeabstand 521,21 | 24 21,72 1,76 | 1,76 
WW  Periode/Block 1181,38 9 131,26 | 10,61 | 1,87 
WW . Periode/Probeabstand 3107,70 | 24 129,49 | 10,47 | 1,62 
WW .sParzelle/Periode 1056,00 9 117,33 9,48 | 1,87 
WW ~ Block/Parzelle : 4047,90 9 449,77 | 36,36 | 1,87 
WW sParzelle/Probeabstand 420,84 | 24 17,54 1,42 | 1,62 
WW/W Periode/Block/Parzelle 2428,93 | 27 89,96 7,27 | 1,52 
Ww/w Block/Parzelle/Probeabstand 1363,46 | 72 18,94 1,53 | 1,37 
WW/W Probeabstand/Periode/Block 1881,35 |. 72 26,13 OF a ile ates 39f 
WW/W Probeabstand/Periode/Parzelle 1163,85 | 72 16,16 13 A oT 

Fehler | 2672,44 |216 IPAs — aoe 


den Hauptfaktoren Periode und Parzelle in gleicher Weise zuriicktritt. 
Die biostatistisch gesicherte Abweichung des Hauptfaktors Probeabstand 
ist in jedem Falle vorhanden. Bei der Hauptwirkung Block lieBen sich in 
der Hauptuntersuchung keine signifikanten Unterschiede nachweisen. 
Fiir die zweifachen Wechselwirkungen wird im F-Test in beiden Ver- 
suchsreihen eine gleiche signifikante Abweichung festgestellt. Sie ist zum 
Teil zehnmal gréBer als der Versuchsfehler. Von den 4 méglichen drei- 
fachen Wechselwirkungen sind im Friihjahr 3 gesichert. Die Wechsel- 
wirkung Probeabstand/Periode/Parzelle ist gleichwertig gegentiber dem 
Versuchsfehler. Bei den Herbstuntersuchungen wirken die Wechselwir- 


kungen Probeabstand/Parzelle/Block, Periode/Probeabstand/Block und. 
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Periode/Probeabstand/Parzelle biostatistisch gesichert auf die Hohe der 
Keimzahl ein. Die Wechselwirkung Periode/Block/Parzelle ist nicht 
gesichert. 

Bei den Untersuchungen an dem Versuch X (Tab. 8, 8. 207) sind 
Periode und Probeabstand biostatistisch gesichert. Eine Beeinflussung 
der Hohe der Keimzahl mikroskopischer Bodenpilze ist durch die Haupt- 
faktoren Grundwasser und Diingung nicht vorhanden. In der Varianz- 
tabelle der Bodenbakterien konnte bei dem gleichnamigen Versuch die 
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Abb. 2. Die Abhingigkeit der Gesamtkeimzahl mikroskopischer Bodenpilze von Grundwasser und 
Periode 


starke EinfluBnahme der ektogenen Witterungsfaktoren an Hand der 
Hauptfaktoren Periode und Grundwasser auf die Héhe der Keimzahl 
nachgewiesen werden (Abb. 1, 8. 200). Es ist bemerkenswert, daB bei den 
zur gleichen Zeit durchgefiihrten Untersuchungen fiir die mikroskopi- 
schen Bodenpilze keine statistisch gesicherten Unterschiede gefunden 
wurden. Sie reagieren in geringerem Mae auf den Einflu8 der Feuchtig- 
keit und zeigen in beiden Grundwassergruppen eine fast geradlinige Ent- 
wicklung, obwohl zwischen beiden Grundwassergruppen in der Héhe der 
Keimzahl Unterschiede bestehen (Abb. 2). 

Von den zwei- und dreifachen Wechselwirkungen ist nur bei der 
Wechselwirkung Periode/Probeabstand und Diingung/Grundwasser eine 
Sicherung vorhanden. 


7. Bodenmykologischer Probeabstandstest 
Kine einmalige Probeentnahme in der Woche (Probeabstand IT bis VIT) 
fiihrt bei den Untersuchungen in dem Versuch W III (Tab. 9, 8. 208) im 
Frithjahr dreimal (Probeabstand IIT, V und VI) und im Herbst (Tab. 9, 
S. 208) zweimal (Probeabstand IV und VI) zu einer biostatistischen 
Gleichsinnigkeit gegeniiber dem durchschnittlichen Wert bei einer 
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Tabelle 7. Varianztabelle 1957 
Mikroskopische Bodenpilze Versuch W III vom 19. August bis 6. September 
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Summe der 
Streuungsursache Streuungs- FG on F Ft 
quadrate 

Gesamt 44 862,23 |431 
HF Periode 1 087,50 2 543,75 | 10,31 | 3,06 
HF Block 56,771 3 18,92 | 0,36 | 8,53 
HE Probeabstand 1546,95 8 193,37 3,67 | 2,00 
HE Parzelle 12231,02 3 |4077,00 | 77,35 | 2,67 
WW . Periode/Block 1122,62 6 187,10 3,55 | 2,16 
WW ~ Probeabstand/Pavrzelle 1675,98 | 24 69,83 1,32 | 1,64 
WW = Probeabstand/Block 1706,38 | 24 71,10 1,35 | 1,64 
WW .Periode/Probeabstand 3020,02) || LO 220,22 4,18 | 1,64 
WW .sPeriode/Parzelle 1728,14 6 288,02 5,46 | 2,16 
WW Parzelle/Block 3603,78 9 400,42 7,60 | 1,89 
WW/W Probeabstand/Parzelle/Block 2818,72 | 72 39,15 0,74 | 1,35 
WW/W Periode/Probeabstand/Block 2622.19 | 48 54,63 1,04 | 1,44 
WW/W Periode/Block/Parzelle 1760,47 | 18 97,80 1,86 | 1,64 
WW/W Periode/Probeabstand/Parzelle 1787,05 | 48 37,23 0,70 | 1,44 

Fehler 7591,14 |144 52.71 — — 

Tabelle 8. Varianztabelle 1957 
Mikroskopische Bodenpilze Versuch X vom 6. Mai bis 28. Mai 
ES 
Summe der 
Streuungsursache Streuungs- | FG he F Ft 
quadrate 

Gesamt 5 964,36 |287 — — — 
HF Periode 1198,00 3 339,33 | 41,51 2,67 
HE Diingung 1,93 1 1,93 0,20 | 254,00 
HEF Probeabstand 231,59 8 28,95 3,01 2,00 
HEF Grundwasser 817,43 1 817,43 | 84,97 | 254,00 
WW  Periode/Diingung 17,08 3 5,69 0,59 8,53 
WW . Periode/Probeabstand 1339,34 | 24 55,80 5,80 1,64 
WW . Periode/Grundwasser 56,77 3 18,92 1,97 2,67 
WW _Diingung/Probeabstand 30,71 8 3,84 0,40 | 2,93 
WW _ Ditngung/Grundwasser 50,67 1 50,67 GAT || SES 
WW  Probeabstand/Grundwasser 88,00 8 11,00 1,14 2,00 
WW/W Periode/Diingung/Probe- 

abstand 208,08 | 24 8,67 0,90 ile} 
WW/W Periode/Probeabstand/ Grund- 

wasser 216,46 | 24 9,02 0,94 1,73 
WW/W Diingung/Probeabstand/ 

Grundwasser 26,42 8 3,30 0,34 2,93 
WW/W Periode/ Grundwasser/ Diingung 66,31 3 22,10 2,30 2,67 

Fehler 1615,57 |118 9,62 _ _ 


fiinfmaligen Probeentnahme. AuBerdem ist bei dem Probeabstand IIT die 
durchschnittliche Keimzahl im Frithjahr und Herbst negativ abweichend 
von dem Wert des Probeabstandes I. 


14* 
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Ein Vergleich der Probeabstinde innerhalb der Untersuchungsserien 
weist nicht nur auf die Tendenz der Abweichungen hin, sondern auch auf 
die graduellen Unterschiede der biostatistischen Sicherung gegeniiber 
Probeabstand I. Wird die Héhe und Tendenz der Abweichungen bei den 
einzelnen Probeabstiinden von Frithjahr und Herbst miteinander ver- 
glichen, so sind statistische Beziehungen nicht zu finden. Derartige unter- 


Tabelle9. Bodenmykologischer Probeabstandtest 


wee z Rel. Sign. frien 7 | Rel. Sign. 
Versuch X vom 6. Mai bis 28. Mai Versuch W III vom 6. Mai bis 28. Mai 
I 12,7 | 100,00 (V) I | 15,04 | 100,00 (V) 
II 12,0 94,49 — II 14,62 | 97,21 — 
Hr YL 16.6 82,68 oko) ll 13,32 | 88,56 ole) 
IV 14,5 114,17 +(+) IV 16,87 12,17 ++ 
V 12,1 95,28 a Vv 14,99 | 99,67 a 
VI 11,5 90,55 () VI | 14,45 96,08 = 
VII 10,9 85,83 oe) pl A2 Bosna A hs a 91,22 — 
Vill 11,0 86,61 (one) VII 13,91 | 92,49 (0) 
Ix 12,9 101,57 — EX: 15,34 | 101,99 — 
ho ee on eee mo 
Versuch W III 
vom 19. August bis 6. September 
I 20,66 | 100,00 (V) 
II 17,34 83,93 O(0) 
III PAUL 82,82 O('O) 
IV 20,06 97,10 — 
V 24,45 | 118,34 +(+) 
VI 21,15 102,37 — 
VII B3,07 1} 119,15.) asa) 
VIII 20,85 100,92 | — 
IX | 20,06 | 97,10 sas 


schiedliche Ergebnisse bei den einzelnen Probeabstianden in beiden Unter- 
suchungsserien fiihren zu der SchluBfolgerung, da eine einmalige 
Probeentnahme in der Woche die Hohe der Keimzahl der mikroskopi- 
schen Bodenpilze nicht geniigend kennzeichnet. Die gleichen Verhiltnisse 
weisen die Probeabstande I1—VII bei Versuch X (Tab. 9, S. 208) nach. In 
2 Fallen ist eine biostatistische Gleichsinnigkeit vorhanden, zweimal 
treten negative Abweichungen und einmal positive Abweichungen gegen- 
iiber dem Probeabstand I auf. 

Werden die Untersuchungen nicht einmal, sondern zweimal in der 
Woche mit einem Abstand von 2 Tagen durchgefiihrt (Probeabstand 
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VII = durchschnittliche Keimzahl von Montag und Donnerstag), so ist 
bei den Untersuchungen von Versuch X und W III jede Abweichungs- 


Tabelle 10. Test der Wechselwirkung Probeabstand/Periode Versuch W III 
vom 6. Mai bis 28. Mai 


| 


Probeabstand 
(Wochentage der Periode @ Rel. Sign. Rel. Sign. 
Probeentnahme) | 
| 

I @ aller Tage il 18,5 100,00 (V) 100,00 | Vv 
2 10,9 58,92 OOO 100,00 Vv 

3 Poni 84,86 OOne) 100,00 Vv 

4 14,9 80,54 (2 ON: 100,00 V 

II Montag 1 16,9 100,00 (V) 91,35 _ 
2 12,3 72,78 o-O°'O 112,84 — 

3 15,0 88,76 O® 95,54 -- 

4 13,8 81,66 OOO 92,62 — 

Il Dienstag 1 19,6 100,00 (V) 105,94 — 
2 9,4 47,96 QOs® 86,24 — 

3 14,2 72,45 OOme) 90,44 — 

4 15,8 80,61 (onene) 106,04 — 

IV Mittwoch 1 18,0 100,00 (V) 97,30 — 
De) oa les: 68,33 veh) 112,84 a 

3 17,4 96,67 — 110,83 _ 

4 16,6 92,22 (ome) 111,41 — 

V Donnerstag 1 17,0 100,00 (V) 91,89 _ 
2 11,0 64,70 OOO 100,92 - 

3 14,2 83,53 oem) 90,44 _ 

4 14,8 87,06 @On®) 99,33 — 

VI Freitag 1 19,5 100,00 (V) 105,41 — 
2 12,6 64,62 (ee) 115,60 _— 

3 1555 79,49 C1070, 98,73 -- 

4 13,8 70,77 onene) 92,62 = 

VIL @ Montagund; 1 17,2 100,00 (V) 92,97 _ 
Donnerstag 2 12,2 70,93 6oOO 111,93 

3 15,3 88,95 o(0) 97,45 _ 

4 16,3 94,77 — 109,40 — 

VIII @ Dienstag u. 1 20,2 100,00 (V) 109,19 = 
Freitag 2 9,3 46,04 @1en) 85,32 -— 

3 14,6 72,28 enero) 92,99 _— 

4 14,9 73,76 ONCus, 100,00 = 

IX @ Montag, 1 19,4 100,00 (V) 104,86 = 
Mittwoch u. 2 11,5 59,28 OOrwe) 105,50 — 

Freitag 3 16,4 84,54 Qroie® 104,46 = 

4 14,1 72,68 OOO 94,63 — 


méglichkeit gegeniiber dem Probeabstand I in jeder Untersuchungsserie 
gefunden worden. Wird an 2 anderen Tagen, z. B. Dienstag und Frei- 
tag die Probe entnommen, so ist auch hier nur in einem Falle keine Ab- 
weichung vorhanden. ; 
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Die biostatistische Gleichheit wird fiir die mikroskopischen Bodenpilze 
gegeniiber der taglichen Entnahme erst erreicht, wenn die Untersuchun- 
gen dreimal wéchentlich mit einem Abstand von einem Tag durchgefiihrt 
werden. Die Verhiltnisse sind damit den Bodenbakterien analog. Kine 
tigliche Probeentnahme wiirde in diesem Falle zu einer unnotigen 
Arbeitsbelastung fiihren. 


Tabelle 11. Test der Wechselwirkung Probeabstand/Periode Versuch W III 
vom 19. August bis 6. September 


Probeabstand 
(Wochentage der Periode a Rel. Sign. | Rel. Sign. 
Probeentnahme) | 
I @ aller Tage 1 18,6 100,00 (V) 100,00 (V) 
2 20,9 112,37 — | 100,00 (V) 
3 22,4 120,43 + | 100,00 (V) 
II “Montag 1 19,4 100,00 (V) 104,30 at 
rae 17,6 90,72 = 84,21 — 
ie 24,4 127,84 ++ 110,71 = 
III Dienstag 1 15,7 100,00 (V) | 84,41 = 
2 19,2 | 122,29 — | 91,86 -- 
3 19,6 | 124,84 +! | -ST50 — 
IV Mittwoch 1 16,8 | 100,00 (V) 90,32 = 
2 20,4 121,43 pte nati °OT,61 — 
3 25,2 150,00 | +++ | 112,50 — 
Vv Donnerstag 1 19,8 | 100,00 (V) | 106,45 — 
2 23,3 117,68 md f11 48 = 
3 24.6 124,24 ++ | 109,82 = 
VI Freitag 1 Palos: 100,00 VyP | 114.52 = 
2 21,4 100471) = 102,39 — 
Mis 20,7 97,18 hi}  4iny = 
VII o& Montag und 1 20,3 | 100,00 (V) | 109,14 =_ 
Donnerstag 2 21,4 | 105,42 = | 102,39 — 
3 25,8 | 127,09 = WAY.) ote — 
VIII & Dienstag u. 1 | 16,0 | 100,00 (V) | 86,02 _ 
Freitag 2 18,7 116,88 = wit 480,47 = 
3 22,0 137,50 +(+) | 98,21 on 
IX © Montag, 1 19,3 100,00 (V) | 103,76 = 
Mittwochu.| 2 | 18,8 97,41 = 89,95 = 
Freitag 3 | 25,2 | 130,57 ++ 112,50 - 


8. Wechselwirkungstest Probeabstand/Periode 


Die Varianztabellen geben in allen 3 Untersuchungsreihen (Tab. 10, 
S. 209, Tab. 11, S. 210, Tab. 12, 8. 211) Auskunft dariiber, daB bei der 
Priifung der Streuungsursachen der %-Werte Abweichungen in der 
Wechselwirkung Probeabstand/Periode vorhanden sind. In dem Test soll 
gepriift werden, ob die einzelnen Probeabstiinde die gleichen Beziehungen 
nachweisen, wie sie bereits im Durchschnitt der Perioden im Probe- 
abstandstest nachgewiesen wurden, oder ob bei den nach Probeabstéinden 
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gruppierten Perioden neue spezifische Abweichungsverhaltnisse zu der 
als 100 gesetzten 1. Periode in jedem Probeabstand bestehen. 


Tabelle 12. Test der Wechselwirkung Probeabstand/Periode Versuch X 


Probeabstand 
(Wochentage der Periode z Rel. Sign. Rel. Sign. 
Probeentnahme) 
I © aller Tage 1 14,9 100,00 (V) 100,00 (V) 
2 9,7 65,10 Ce 100,00 (V) 
3 12,0 80,54 — 100,00 (V) 
4 11,8 79,19 (e) 100,00 (V) 
II Montag 1 14,3 100,00 (V) 95,97 — 
2 9,5 66,43 (0) 97,94 
3} 11,9 83,22 _ 99,17 — 
4 12,2 85,31 — 103,39 — 
il Dienstag 1 15,6 100,00 (V) 104,70 ~ 
2 8,2 52,56 OL 84,54 _— 
3 Tigi 45,51 Ooo 59,17 O© 
' 4 11,2 71,79 OO 94,92 — 
IV Mittwoch 1 14,9 100,00 (V) 100,00 — 
2 11,6 77,85 O 119,59 119,59 
3 14,5 97,32 — 120,83 _— 
4 14,8 99,33 — 125,42 — 
Vv Donnerstag 1 9,5 100,00 (V) 63,76 (oene) 
2 9,4 98,95 -- 96,91 = 
3 17,8 187,37 +++ 148,33 +++ 
4 11,8 124,21 — 100,00 _— 
VI Freitag 1 20,2 100,00 (V) 135,57 +++ 
2 Wiath 38,12 Oe @ 79,38 — 
3 8,6 42,57 Orer© Hilson O 
4 9,6 47,52 Oe Ke) 81,36 = 
VII @ Montag u. 1 12,5 100,00 (V) 83,89 — 
Donnerstag 2 9,4 75,20 e) 96,91 _— 
3 14,7 117,60 _— 122,50 — 
4 12,0 96,00 _ 101,69 = 
VIII @ Dienstag u. 1 17,2 100,00 (V) 115,44 — 
Freitag 2 8,7 50,58 O1O"O 89,69 — 
3 7,9 45,93 (GuSO) 65,83 ene) 
4 10,4 60,46 0.0% 88,14 — 
IX @ Montag, 1 16,4 100,00 (V) 110,07 — 
Mittwoch u. 2 9,6 58,54 OOO 98,97 — 
Freitag 3 11,6 70313 Ove) 96,67 = 
4 12,2 74,39 one) 103,39 = 


Eine zeitliche Beeinflussung des Probeabstandes darf allerdings nicht 
so groB sein, daB bei der Testung gleicher Perioden gegeniiber der 
gleichen Periode bei dem Probeabstand I signifikante Unterschiede auf- 
treten. Der Test berichtet bei dem Versuch W ITT im Frithjahr (Tab. 10, 
S. 209) in allen Probeabstanden von einem Absinken der Keimzahl von 
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der 1. zur 2. Periode. Die gleiche Entwicklung wird fortgesetzt in der 
3. Periode und nur einmal in Probeabstand IV unterbrochen. Die Abwei- 
chung ist nur geringfiigig und liegt im Bereich des Versuchsfehlers. In der 
4, Periode ist ein absolutes und relatives Ansteigen der Keimzahlen vor- 
handen, wobei der fehlerkritische Bereich bei allen 9 Probeabstanden 
noch als ,,sehr gut‘‘ gesichert anzusehen ist. Ein Vergleich der Perioden 
mit den Perioden des Probeabstandes I weist darauf hin, daB bei allen 
8 Probeabstainden der jeweilige Periodenwert im Bereich des Versuchs- 
fehlers liegt und damit die Keimgehaltsrangordnung gegeniiber dem 
Probeabstand I nicht unterbrochen wird. 

In den Herbstuntersuchungen des Versuches W III (Tab. 11, 8.210) 
lassen sich ahnliche Verhaltnisse nachweisen. In der 2. Periode ist in 
8 Fallen eine statistische Gleichsinnigkeit gegentiber der Periode 1 Probe- 
abstand I vorhanden. Die Periode 3 weist bei 8 Probeabstanden eine 
statistisch gesicherte Steigerung auf. Ein Vergleich der Perioden mitein- 
ander zeigt, daB die Streuung im Bereich des Versuchsfehlers liegt. 

Ahnliche Verhaltnisse lassen sich bei Versuch X (Tab. 12, S. 211) nach- 
weisen. Die ektogenen Einfliisse rufen bei allen Probeabstanden in gleich- 
sinniger Weise eine Keimzahlbewegung hervor. Nicht ganz so eindeutig 
liegen die Verhaltnisse in der 3. Periode, wo in 4 Fallen eine statistische 
Gleichsinnigkeit vorhanden ist, viermal negative Abweichungen und 
einmal positive Abweichungen vorhanden sind. In der 4. Periode ist vier- 
mal statistische Gleichheit vorhanden und in fiinf Fallen eine negative 
Sicherung. Unterschiedliche Periodenwerte lassen sich viermal in der 
3. Periode bei Probeabstand I und zweimal in der 1. Periode bei einer 
taglichen Probeentnahme (Probeabstand I) nachweisen. Die anderen 
26 Perioden sind gegeniiber der jeweiligen Vergleichsperiode statistisch 
gleichsinnig und damit in ihrer Hohe ahnlich zu beurteilen wie die 
Perioden in Probeabstand I. 

Die Ergebnisse weisen darauf hin, daf in simtlichen Untersuchungs- 
serien der Hauptfaktor Periode bestimmenden Einflu8 auf die Entwick- 
lung und Hoéhe der Keimzahlen ausiibte. 


Zusammenfassung 

Die unterschiedlichen Auffassungen iiber den zeitlichen Abstand der 
Probeentnahme bei produktionsbiologischen Untersuchungen und der 
damit verbundene Zeit- und Laboraufwand veranlaBten uns, mit Hilfe 
einer varianzanalytischen Priifmethode den noch vertretbaren zeitlichen 
Abstand der Probeentnahme bei indirekter Bestimmung von Gesamt- 
bakterienkeimzahl und Gesamtpilzkeimzahl festzustellen. 

Die Untersuchungen wurden an einem Wechselnutzungsversuch und 
Ansaatmethodenversuch wihrend 3 baw. 4 Zeitperioden durchgefiihrt. 
Nach der Gruppierung der Hauptstreuungsursachen und den daraus 
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sich ergebenden Kombinationen konnte in allen Untersuchungen nach- 
gewiesen werden, daB ein biostatistisch gesicherter Unterschied zwischen 
dem Hauptfaktor Probeabstand und dem Versuchsfehler besteht. Die 
ermittelten Durchschnittswerte der verschiedenen zeitlichen Abstinde 
wurden getestet gegen den Durchschnittswert der aus 5 aufeinander- 
folgenden Untersuchungen in einer Woche gebildet wurde. 

Bei einer einmaligen Probeentnahme in der Woche an einem beliebigen 
Tag konnte bei 2 bakteriologischen (Tab. 3, 8.201) und 3 mykolo- 
gischen Untersuchungsreihen (Tab. 9, S. 208) in 11 Fallen eine statisti- 
sche Gleichsinnigkeit der Keimzahl mit dem Durchschnittswert des 
Probeabstand I gefunden werden. Siebenmal waren gesichert negative 
Abweichungen vorhanden. 


Durch die Anwendung eines variationsstatistischen Verfahrens konn- 
ten wir bei simtlichen Untersuchungsreihen der Bodenbakterien und 
mikroskopischen Bodenpilze nachweisen, daB eine einmalige Probeent- 
nahme in einer Woche nicht ausreicht, um die Hohe und Entwick- 
lungstendenz der Bodenmikroorganismen zu kennzeichnen. 


Erfolgt die Probeentnahme zweimal in der Woche mit einem 2tagigen 
Abstand (Probeabstand VII und VIII), so ist bei den Bodenbakterien nur 
in einem Falle eine statistische Gleichsinnigkeit in der Hohe der Keimzahl 
gegeniiber dem Probeasbtand I vorhanden. Dreimal traten positive Ab- 
weichungen auf. 

Bei den 3 bodenmykologischen Untersuchungsreihen sind von 6 Er- 
gebnissen nur 2 statistisch gleichsinnig. 3 Werte weichen negativ und 
1 Wert positiv von der Vergleichsbasis (Probeabstand I) ab. 

Derartige statistisch abweichende Ergebnisse weisen nicht nur auf die 
statistisch gesicherte unterschiedliche Hohe der Keimzahl innerhalb der 
Untersuchungsreihen hin, sondern lassen auch bei Vergleichen zwischen 
den Versuchsreihen erkennen, da8 ein Durchschnittswert, der aus 
2 Untersuchungen gebildet wurde, statistisch nicht geniigend balanciert 
ist, um die groBen Unterschiede in der Hohe der Keimzahl zwischen den 
Untersuchungstagen auszugleichen. 

Samtliche Untersuchungen bei den Bodenbakterien und mikroskopi- 
schen Bodenpilzen, die sich auf eine dreimalige Probeentnahme in der 
Woche mit einem Tag Zwischenraum stiitzen, sind statistisch gleich- 
wertig gegeniiber dem Probeabstand I. 

Ein weiterer Abstand der Probeentnahme ist unter unseren Verhalt- 
nissen statistisch unzulassig. 

Von den Kombinationen der Hauptfaktoren wurde dem Wechselwir- 
kungstest Periode/Probeabstand entsprechend dem grofen EinfluB vom 
Hauptfaktor Periode besondere Aufmerksamkeit zugewandt. Die beson- 
ders groBe biostatistische Sicherung des Hauptfaktors Periode kommt 
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in jedem Wechselwirkungstest zum Ausdruck. In samtlichen Wieder- 
holungen bei 2 bakteriologischen und 3 mykologischen Untersuchungs- 
reihen folgt mit einigen Ausnahmen die Héhe der Keimzahl einem 
gleichlaufenden Entwicklungsgang. 


Literatur 


Fruir, D., u. M. Frank: Experimentelle Untersuchungen tiber den EinfluB der 
Temperatur und des Wassergehaltes auf die Tatigkeit der Mikroorganismen des 
Bodens. Arch. Mikrobiol. 8, 3 (1937). 

Feuer, D., u. M. Frank: Untersuchungen tiber den EinfluB der Temperatur und 
des Wassergehaltes auf die Tatigkeit der Mikroorganismen des Bodens. IT. Mitt. 
Arch. Mikrobiol. 9, 193 (1938). 

FisHer in Mupra, A.: Hinfiihrung in die Methodik der Feldversuche. Leipzig: 
Hirzel-Verlag 1952. 

Mu ier, G.: Bodenbiologische Untersuchungen unter Beriicksichtigung der Stand- 
ortsfaktoren bei Rein- und Mischsaaten. Wiss. Z. d. Humb.-Univ., Math.- 
Nat. Reihe (1955/56.) 

MU ier, G.: Untersuchungen iiber die Wechselbeziehungen zwischen Bodenleben 
und Standortsfaktoren bei Futterpflanzenarten. Wiss. Z. d. Humb.-Univ., 
Math.-Nat. Reihe Nr. 3 (1956a). 

Muuuer, G.: Untersuchungen iiber die Wechselbeziehungen zwischen Bodenleben, 
Standortsfaktoren und Ertragsfahigkeit in Kulturpflanzenbestanden nach 
Futterpflanzenarten. IT. Mitt. Wiss. Z. d. Humb.-Univ., Math.-Nat. Reihe Nr. 4 
(1956 b). 

MU.ter, G., u. K. Srernwee: Varianzanalytische Priifung bodenbakteriologischer 
Keimzahlmethoden. Zbl. Bakt., II. Abt. 111 (1958). 


ol 


Archiv fiir Mikrobiologie 36, 215—218 (1960) 


Aus dem Forstbotanischen Institut der Universitat Freiburg i. Br. 


Synchronisation der Ascosporenbildung 
einer Saccharomyces cerevisiae * 


Von 
E. GREVE 


Mit 1 Textabbildung 
(Eingegangen am 24. Februar 1960) 


In verschiedenen Arbeiten wurden bereits die Bedingungen unter- 
sucht, unter denen Hefezellen sporulieren. Gewertet wurde dabei meist 
die Ausbeute an sporulierenden Zellen, waihrend der zeitliche Verlauf 
der Sporulation nicht interessierte (TREMAINE u. MILLER 1954; ADAMS u. 
Miter 1954; Mricer u. Mitarb. 1955). Die Frage nach der Zeit wurde 
erstmals von Maent (1958) und von GanzsAn u. Mitarb. (1958) beriihrt. 
Beide Arbeiten begniigten sich aber, die Zeit zu bestimmen, innerhalb derer 
ihre Zellen unter den einmal gegebenen Bedingungen sporulierten. 

Um Untersuchungen iiber die Meiosis der Hefezelle oder iiber die 
physiologischen Verdnderungen der Zellen waihrend der Sporulation 
durchfiihren zu kénnen, braucht man ein méglichst einheitliches 
Material, d.h. man braucht Kulturen, in denen bei einem moglichst 
groBen Teil der Zellen die Meiosis gleichzeitig abliuft, was sich dann in 
gleichzeitiger Sporenbildung ausdriicken miiBte. Zudem sollten die 
Zellen méglichst rasch sporulieren, da der Zeitraum, innerhalb dessen 
die einzelnen Phasen der Meiosis und der physiologischen Verénderungen 
ablaufen kénnen, damit kleiner wird, und die Bestimmungen sich ver- 
einfachen. 

Die vorliegenden Versuche wurden daher darauf ausgerichtet, mit 
einer gut sporulierenden Hefe die Bedingungen zu finden, bei denen ein 
méglichst hoher Prozentsatz der Zellen méglichst gleichzeitig und mdog- 
lichst schnell sporuliert. 


Material und Methode 


Wir fiihrten unsere Versuche mit dem gut sporulierenden (70—80°/o) Hefe- 
stamm Saccharomyces cerevisiae var. ellips. Yeast Foam (WincE, Kopenhagen) 
durch. Als Anzuchtmedium diente ein vollstandiges halbsynthetisches Medium, das 
auGer den anorganischen Salzen MgSO, und KH,PO,, Pepton, Hefeextrakt und 
8°/, Glucose enthielt. Als Sporulationsmedium diente 0,4°/,iger Na-Acetat-Agar 
(1,59/, Agar) auf Petrischalen von 9cm @. Die Hefen, die bei 30°C angezogen 
waren, wurden zweimal in aqua dest. gewaschen und dann auf das Sporulations- 


* Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschatft. 
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medium iibertragen, auf dem sie bei 25°C gehalten wurden. Als Zeitpunkt der 
Sporenbildung bezeichneten wir den Augenblick, in dem in der Zelle 2—4 Plasma- 
portionen deutlich zu unterscheiden waren, ohne daf die Sporen fertig abgerundet 
und mit einer festen Membran umgeben zu sein brauchten. Wir nahmen an, dah 
zu diesem Zeitpunkt die Meiosis bereits abgelaufen war. 


Experimenteller Teil 


Wir bemiihten uns zunachst, Bedingungen zu finden, unter denen die 
ersten Asci moéglichst friih auftraten. Den Prozentsatz sporulierender 
Hefen lieBen wir dabei auBer acht. 

Zuerst variierten wir das Alter der Ausgangskultur. Brachten wir 
eine 48 Std alte Kultur, deren Zellen sich nicht mehr teilten, auf Sporula- 
tionsagar, so beobachteten wir die ersten Asci nach 12—22 Std. Die 
Zellen einer 24 Std alten Kultur, die sich noch im exponentiellen Wachs- 
tum befanden, sporulierten nach 14—20 Std auf Sporulationsagar. Der 
Streubereich des Sporulationsbeginns war demnach bei gleichaltrigen Aus- 
gangskulturen sehr groB. Daneben scheint das Anzuchtalter keinen Ein- 
fluB auf die Sporulationszeit zu haben. Wenn man aber die einzelnen 
Versuche betrachtet, bei denen wir eine 24 Std und eine 48 Std angezo- 
gene Kultur parallel beobachteten, so fallt auf, daB die 24 Std alte 
Kultur regelmaBig 1—2 Std spater mit der Sporulation beginnt als die 
48 Std alte Kultur. Von dieser Regel fanden wir nur eine Ausnahme bei 
einer extrem langsam sporulierenden 48 Std alten Kultur. Wenn diese 
Differenz von 1—2 Std auch gering erscheint im Vergleich zu dem Streu- 
bereich von 10 oder 6 Std bei gleichaltrigen Ausgangskulturen, so fallt 
doch auf, daB sie sehr regelmaBig auftritt. 

Wir wollten nun die Schwankungsbreite der Versuche einschranken. 
Zunachst versuchten wir die Dichte der Suspension, die auf das Sporu- 
lationsmedium iibertragen wurde, zu variieren, konnten aber keinen 
nennenswerten EinfluB feststellen. 

Darauf anderten wir die Fliissigkeitsmenge, die wir durch die Hefe- 
suspension auf den Agar brachten. Wir verglichen die Sporulation bei 
‘/, cm? und 1 cm® Fliissigkeit je Platte. Die Kulturen mit nur 4/, em? 
Fliissigkeit sporulierten etwa 1 Std friiher. 

Die wichtigste Variante fehlte uns demnach immer noch. Wir hatten 
das Sporulationsmedium jeweils fiir mehrere Tage im voraus auf Platten 
gegossen. Wir schlossen daher eine systematische Untersuchung an, wie 
sich das Alter des Sporulationsagars auf die Sporenbildung auswirkt. 
Nach 48 Std Anzucht auf frischgegossenes Sporulationsmedium gebracht, 
brauchten die Zellen 20 Std bis die ersten Asci auftraten. Danach wurde 
die Sporulationszeit mit steigendem Alter des Mediums taglich kiirzer 
bis zu 12—13 Std, nach 3 oder 4 Tagen. Nach 24stiindiger Anzucht 
waren die Differenzen nicht so gro aber doch deutlich mit 18 Std auf 
frischem Agar und 15 Std auf 3 Tage altem Medium (Abb. 1). 
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Damit hatten wir den wichtigsten Faktor, der die Sporulationsdauer 
beeinfluBt, gefunden und konnten das Auftreten der ersten Asci mit 
ungefahr 1stiindiger Genauigkeit voraussagen. 

Wir muBten nun noch den Prozentsatz sporulierender Hefen bestim- 
men. In den Zeitversuchen entsprach das Verhalten der 48 Std alten 
Kulturen in +/, cem® Suspension auf altem Agar unseren Wiinschen am 
besten. In diesen Kulturen sporulierten aber nicht mehr als 25—30°/) der 
Zellen. Wir brachten die Kulturen daraufhin wieder auf frischen Agar. 


& 


0 a 10 Io 20 Std. 25 oi 10 15 20 Std. 25 


Abb.1. Sporenbildung in Abhingigkeit von der Zeit. a Ausgangskultur 24 Std alt; b Ausgangskultur 
48 Std alt. o— — —o auf 0 Tage altem Medium, °— - —o auf 1 Tage altem Medium, ©-::Oauf 2Tage 
altem Medium, © o auf 3 Tage altem Medium 


Der Anteil sporulierender Zellen wurde aber nie gréBer als 30, héchstens 
35°/,, auch bei langerer Beobachtung der Kulturen nicht. — Daraufhin 
untersuchten wir 24 Std alte Kulturen und brachten wieder 1/, cm* 
Suspension auf 3 Tage alten Acetat-Agar. Nach 15 Std sporulierten 
3—5°/, der Zellen, nach 18 Std 70°/,. Auf frischem Agar sporulierten nach 
18 Std 10°/,, nach 22 Std 60°/, (Abb. 1). 

Insgesamt erfiillt die 24 Std alte Kultur mit 1/, em’ Suspension auf 
3 Tage alten Acetat-Agar aufgetragen also unsere anfangs gestellten 
Forderungen am besten, indem ein hoher Prozentsatz von Zellen nach 
relativ kurzer Zeit auf Sporulationsmedium zu einem groBen Teil gleich- 
zeitig sporuliert. 

Diskussion 

Wir sahen, daB zwischen einer Kultur, die 24 Std angezogen wurde, und. 
einer Kultur, die nach 48stiindiger Anzucht auf Sporulationsmedium 
gebracht wurde, grofe Unterschiede in der Sporulationsbereitschaft be- 
stehen. Vor allem ist der geringere Prozentsatz sporulierender Zellen 
nach 48 Std Anzucht auffallend. Er la8t sich eventuell mit der Beobach- 
tung von Bricur u. Mitarb. (1949) und Minter u. Hatpern (1956) 
erklaren, da8 Intermediarprodukte des Glucose-Abbaus die Sporulation 
hemmen. Womdglich handelt es sich um die gleichen Hemmstoffe, die 
die vegetative Vermehrung alter Kulturen verhindern (GREVE, im Druck). 
Eventuell sind die Intermediirprodukte in der alten Kultur so ange- 
reichert, daB sie durch unsere Waschmethode nicht mehr ausreichend 

15* 
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entfernt wurden. Auf der anderen Seite ist es schwer zu erklaren, weshalb 
die alten Kulturen im allgemeinen schneller sporulieren und eine groBere 
Variabilitat zeigen als die jungen. 

DaB die Fliissigkeitsmenge die Sporulation beeinfluBt, entspricht der 
Beobachtung von ApAmMs u. MriiEeR (1954) und MILLER u. Mitarb. 
(1957), daB die Sporulation bei besserer O,-Versorgung gesteigert wird. 
Allerdings bestimmten sie nur den Sporenprozentsatz. Diesen Befund 
konnten wir nun offenbar auch fiir die Sporulationsdauer bestatigen. 

Eine Frage bleibt, worauf die Wirkung des gealterten Mediums 
beruht. Zweifellos trocknet das Medium wahrend der Aufbewahrungs- 
zeit aus, und es ist wohl damit zu rechnen, daB dies der wesentliche Fak- 
tor ist, da andere Veranderungen in diesem sehr einfachen Medium kaum 
vorstellbar sind. In diesem Fall kann aber nicht die Sauerstoff-Ver- 
sorgung verandert sein, da der Sauerstoff die Zellen auf wasserhaltigerem 
Agar ebensogut erreichen kann wie auf trockenem. Womdglich spielen 
hier die gleichen Vorginge eine Rolle, die zu der Beobachtung von 
WEIXL-HorrmMaNnn (1959) fiihrten, daB normalerweise nicht sporulierende 
Hefen durch Wasserentzug zur Sporulation gebracht werden k6énnen. 


Zusammenfassung 

1. Von einer 24 Std alten Ausgangskultur der Hefe Saccharomyces 
cerevisiae var. ellips. Yeast Foam (Winge) sporulierte ein héherer Prozent- 
satz von Zellen als von alteren Kulturen. 

2. Den entscheidenden Faktor fiir friihe und synchrone Sporulation 
bildete das Alter des Acetat-Agars (nach Fowsr.). 3 Tage alter Agar war 
besser geeignet als frischer Agar. 

3. Die Menge der Suspensionsfliissigkeit, die auf den Sporulationsagar 
aufgetragen wurde, beeinfluBte den Sporulationsbeginn nur schwach. 
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Studies on the Growth of Xanthophyceae in Pure Culture 
IV. Nutritional Types amongst the Xanthophyceae 


By 
J. H. BELCHER and J. D. A. MILLER 


With 2 Figures in the text 
(Received April 19, 1960) 


Detailed investigations of the physiology of growth and nutrition have 
hitherto been reported for only two members of the Xanthophyceae, 
Monodus subterraneus Petersen (MituER and Foae 1957, 1958, Foce 
and Mruuer 1958; Fooc, Smira and MILLER 1959), and T'ribonema 
aequale Pascher (BELCHER and Foce 1958). To obtain a wider picture of 
nutritional types amongst the Xanthophyceae, five other members of the 
class have been studied, and their characteristics compared with those 
of M. subterraneus and 7’. aequale. 


Materials and Methods 
1. Organisms 


The following five algae were employed in this investigation: the coccoid forms 
Botrydiopsis intercedens Vischer et Pascher, Bumilleriopsis brevis Vischer, Chlorelli- 
dium tetrabotrys Vischer et Pascher, and Polyedriella helvetica Vischer et Pascher, 
and the filamentous form T’ribonema minus Hazen. 

Botrydiopsis intercedens (Cambridge collection no. 806/3) came originally from 
the Geneva collection (no. 522) through VISCHER. According to PascHER (1937) 
this alga is known only from cultures. 

Bumilleriopsis brevis (Cambridge collection no. 809/1) was apparently isolated by 
ViscHer. PascuEr writes of it as cylindrical, and illustrates this with a figure 
from Prrvz, but in our cultures only spherical cells have been seen. PascHER 
describes it as occurring on damp earth and at the banks of ponds. It has been 
recorded from North Wales by WoopDHEAD and Twerep (1955) who found it in 
lake shallows. 

Chlorellidium tetrabotrys (Cambridge collection no. 811/1a) is known only from 
cultures and was isolated by ViscHER from material from greenhouses in Central 
Europe (PascuEr 1937). This alga has a tendency to clump in mucilaginous masses 
which renders it unsuitable for detailed growth studies. 

Polyedriella helvetica (Cambridge collection no. 861/1) came from the Geneva 
collection (no. 255) via ViscHER. It is only known from cultures. 

Tribonema minus was isolated from a pond in Vienna by Dr. R. A. LEWIN. This 
alga has been recorded from British soils by Jamus (1935) and from natural waters 
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by WoopHeEaD and Tweep (1955) who state that it is the commonest species of 
Tribonema in North Wales. 

In addition, further work on the coccoid form Monodus subterraneus Petersen 
and the filamentous form J'ribonema aequale Pascher is reported. Details of the 
sources of M. subterraneus and 7’. aequale are given in MiILLEeR and Foae (1957) 
and BretcHer and Foae (1958) respectively. 


2. Stock cultures 


The seven algae were all in pure culture when obtained by us. Initially, subcul- 
tures were maintained on Chu no. 10 medium (Cuv 1942) solidified with 1.5°/, agar, 
but later, when it was found that these species grew well on standard Monodus 
medium (Minter and Foae 1957, p. 13), stock cultures were maintained on slopes 
of this medium diluted to one-fifth of normal strength and solidified with 1.5°/) agar. 
Pyrex distilled water, and ,,Analar‘‘ chemicals where available, were used for all 
media. 


3. Hxperimental culture techniques 


All quantitative experimental work was undertaken at 25.0°C. This is known to 
be the optimal temperature for M. subterraneus (Foaa, SmrrH and MruER 1959), 
and probably for 7’. aequale (BELCHER and Foae 1958), though the optimum for the 
other five organisms has not been ascertained. 

The culture vessels employed were cotton wool plugged Pyrex test tubes, 
150 mm. x15 mm., for qualitative work, and 100ml. Pyrex ‘aeration flasks” 
(modified Erlenmeyer flasks, MmLER and Foae 1957) continuously aerated with 1°/, 
carbon dioxide in air, for the quantitative investigations. Tube cultures were sus- 
pended on a culture rack at laboratory temperature (20—25°C) and received 
continuous illumination of an intensity of approximately 2,000 m.-candles from 
fluorescent tubes, while flask cultures were placed in a thermostat tank provided 
with a continuous shaking mechanism (Mi~~ER and Foaa@ 1957) and received 
illumination of approximately 7,000 m.-candles.. Dark cultures were placed in 
boxes covered with aluminium foil, and incubated in a bacteriological incubator at 
25.0°C. 

Duplicate cultures were used for all the experimental work except the viability 
test on Monodus. 

The px of all media was initially adjusted to approximately neutrality and 
sterilization was effected by autoclaving at 101b./in.? for 20min. Aseptic techniques 
were used throughout, and all experimental cultures were afterwards tested for 
contamination in four test media (Foaa@ 1951). 


4. Estimation of growth 

Growth on solid media was estimated by eye. Quantitative growth estimation 
in liquid media consisted in the determination of the relative growth constant k 
(log,) units/day) during exponential growth, and of final crop produced. k was taken 
as the slope of the regression line of log,, cell number/mm*. against time during 
exponential growth in the case of the unicellular forms, and of log,) dry weight/50 ml. 
medium against time in the case of 7'ribonema spp. Hence the complete contents of 
two culture flasks of the filamentous forms were sacrificed at each sampling. 


Results 
1. Chemo-organotrophic growth in the Xanthophyceae 


The chemo-organotrophic growth of T'ribonema aequale (growth in the 
dark by means of the oxidative assimilation of organic substrates) has 


Studies on the Growth of Xanthophyceae in Pure Culture. IV 221 


already been studied (BELCHER and Foaa 1958), while Monodus sub- 
terraneus has been shown to be an obligate phototroph (MILLER and Foca 
1958). The five other xanthophyceans have been examined for ability to 
grow on agar slopes of Chu no.10 medium containing a variety of 
organic substrates, each at a concentration of 0.01 m. Control cultures on 
mineral medium were employed. Growth was estimated. visually when it 
appeared to be complete, and recorded as shown in Table 1. The earlier 


Table 1. The chemo-organotrophic growth of Xanthophyceae 
Experiments carried out with substrates at 0.01 m concentration in solid media, 


except where otherwise stated. +, ++, +++ = growth; —= no growth 
= < & = § s 8 AR iss Ss eA 
Substrate &3 - 8 S 2 S : = 3 s 3 s s 
Sora SSIs Ces). 38 RE 
a ces SP SE SS 
Acetate ue paar ae ae $. = x er 
Citrate = SESE ae = = ae 3 
Fumarate — ++ == = = oS = 
Succinate — 4+ aie = = eel = 
Glycine — ++ as ae: = = ae 
Glucose +4+ )44++4+ as me az +++] 44+ 
Mannose — aioe = = = A 3 
Sucrose = =o = = ae Bch = 
Fructose = hk Je = ES = = = 
Glycerol — ++ 4p = = = = 
Ethanol — +4 ck = at ee _ 


1 From Minier and Foae (1958). Liquid media. 
2 From BELCHER and Foae (1958). 


results with 7’. aequale and M. subterraneus, together with three further 
tests (7'. aequale with glycine ; M. subterraneus with mannose and ethanol) 
are incorporated in Table 1. In all cases growth was accompanied by 
chlorophyll production. 

It will be seen that Polyedriella, like Monodus, appears unable to 
grow in the dark. A confirmatory experiment was performed. in which 
tubes of liquid Chu no. 10 with acetate or glucose were inoculated with 
Polyedriella and incubated in the dark. Cell counts made over a period 
of 18 days gave no evidence of growth. 

On the other hand, Bumilleriopsis produced good or abundant growth 
on all the substrates tested. In the case of mannose, however, growth 
was pale and scanty for about four weeks, and then within the space of 
a few days many dark green spots appeared on the surface of the agar 
in each of the duplicate cultures, representing colonies of rapidly di- 
viding cells. A quantitative growth experiment employing tubes of liquid 


L0Gyq of cell concentration 


222 J. H. Betouer and J. D. A. MILLER: 


medium with acetate or glucose showed (Fig.1) that there is also a lag 
phase of about two days before these substrates are utilized. These lag 
phases may all be examples of adaptation, since the inocula were taken 
from exponentially growing cultures that had grown photosynthetically 
for numerous generations; although mutation may be involved in the 
case of mannose and further experiments to 
test this are planned. 

Fig.1 also demonstrates that acetate is a 
better substrate in the early stages of dark 
growth of Bumilleriopsis, the rapid falling 
off in the growth rate after about seven days 
being probably due to the change in pq from 
7.0 to 9.0 occurring as a result of anion 
uptake. Calculation shows that the falling off 
at this cell concentration is unlikely to be due 
to exhaustion of the carbon source. 


2. Growth in mineral media 


0 5  Dys Ww As already stated, the seven xanthophyceans 


Fig.1. Growth of Bumilleriopsis all grew satisfactorily in Chu no.10 medium 
eee necaaen fonts which was therefore used as a basis for the 
cultures shaken daily by hand early experiments on chemo-organotrophy. 

When, however, the standard Monodus medium 
of MILLER and Foae (1957) was developed, the growth characteristics of 
the organisms were determined in aerated cultures in this medium. The 
results are given in Table 2. Unfortunately the stock cultures of Chlorel- 
lidiwm were lost and no data are available for the growth of the 


organism in this medium. 


Table 2. Growth characteristics of Xanthophyceae in Monodus medium 
Aerated with 1°/, carbon dioxide in air at 25°C and saturating light intensity 


Relative growth | | 
constant (logio Mean final Mean 


Organism units/day) with | dry wt./10 ml. final cell 
| standard culture number/mm*. 
deviation mg. 
Botrydiopsis intercedens 0.440.009 | 31.8 46,900 
Bumilleriopsis brevis | 0.88-+ 0.008 76.1 978,000 
Monodus subterraneus 0.27+. 0.004. 110.9 603,000 
Polyedriella helvetica 0.32+.0.003 | 47.8 28,800 
Tribonema aequale 0.21-+ 0.026 | 43.1 _ 
Tribonema minus 0.30-+- 0.020 | 61.3 — 


Since all the species tested gave more rapid and abundant growth in 
Monodus medium than in Chu no.10 (approximately 20 times the crop 
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in the case of Bumilleriopsis), the former medium was employed for all 
further experimentation with the remaining six species. A remarkable 
feature of the growth of Bumilleriopsis was the high value of k, represent- 
_ ing a mean doubling time of 8.2 hr over the first four days of exponential 
growth, or, since the organism forms four autospores at a division, a 
mean division time of 16.4 hr. Growth was not uniform over the period 
studied, and a considerably higher transitory rate, k~1.05, was observed 
during the third day. In cultures of T'ribonema aequale the medium 
assumed a yellow-brown tinge, while 7’. minus gave rise to a yellow- 
green tinge. This liberation of extracellular products is being investigated. 


The stock cultures of Botrydiopsis, Bumilleriopsis, Polyedriella, 
Tribonema aequale and T'. minus were subsequently maintained on slopes 
of Monodus medium diluted x 5. All species produce an abundant dark 
green growth on these slopes except Botrydiopsis, which gives a light 
green, rather dry growth. Polyedriella cultures become deep orange when 
several months old. 


3. Viability in the dark 


As has been reported elsewhere (BELCHER and Foae 1958) filaments of 
T. aequale inoculated into mineral medium and incubated in the dark 
rapidly decrease in dry weight and die after about two weeks. Conversely, 
control cultures in mineral medium of Monodus in the experiments on 
chemo-organotrophy proved to be viable after 40 days in the dark. It 
therefore occurred to us that there may be a correlation between the 
ability of algae to survive in the dark on mineral medium and the lack 
of the power of facultative chemo-organotrophy. The following experi- 
ment was therefore carried out with Botrydiopsis, Bumilleriopsis, Mono- 
dus, Polyedriella and Tribonema spp. Continuously shaken and aerated 
cultures were grown in Monodus medium, the times of inoculation being 
so adjusted that on a certain day (“day 0” of Table 3) they were all 
approximately half way through their period of exponential growth. On 
“day 0” the culture flasks were removed from the constant temperature 
tank and placed in a dark incubator at 25.0°C. Subcultures from the 
darkened vessels were made at intervals, with a minimum exposure of the 
parent culture to light, into tubes of the same medium which were 
illuminated at 2,000 m.-candles. Growth of the subcultures was recorded 
as in Table 3, five weeks being allowed for visible growth to begin before 
the cultures were discarded. 

It was found that both the obligate phototrophs remained viable in the 
dark for the entire period of the experiment. On the other hand the 
facultative chemo-organotrophs, with the exception of Bumilleriopsis, 
survived dark incubation for less than 18 days. The case of Monodus 
was interesting: although growth took place in subcultures taken as 
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much as 60 days after placing the parent culture in the dark, there was 
a pronounced lag before visible growth began, which became progres- 
sively greater with longer dark incubation. After 0 days in the dark, 
when the cells were still green though somewhat pale and granular in 


Table 3. Viability of cultures of Xanthophyceae incubated in the dark 
in mineral medium 
Determined by subculturing at intervals into illuminated vessels. P = strict photo- 
troph; C = facultative chemo-organotroph. + = growth of subculture; — = no 
growth of subculture 


E Number of days in the dark 
Organism - = 

es Do ge 6 9 13 18 24 30 36 42 50 60 
Botrydiopsis intercedens C/+ +4 4+ + = = 
Bumilleriopsis brevis Cj/+4+44+4+44+4+4+4+4+ + 
Monodus subterraneus Pio Se eee ee 
Polyedriella helvetica Pyod 2+ Sf t+ 4+ fp Sees eee 
Tribonema aequale Ce 
Tribonema minus cC]/+4+4+4-------- = 


appearance, the lag period was more than two weeks, after which growth 
appeared to be quite normal. It was decided to investigate the nature 
of this “lag phase’. 


4.The nature of the “lag phase” in Monodus 
after dark incubation 


There appeared to be two possible explanations of the lag period on 
subculturing from darkened Monodus cultures: (1), that an actual lag 
phase or adaptation period occurs in the majority of cells as apparently 
happens when photosynthetically grown Bumilleriopsis is subcultured 
into organic media in the dark, or (2), that progressive death of the cells 
occurs in the dark so that after a prolonged period only a small fraction 
of the cells carried over in the inoculum is viable. The former hypothesis 
seemed improbable owing to the absence of an alternative mode of 
nutrition in the dark and the retention of chlorophyll in the cells. To 
test the latter hypothesis an experiment was performed in which sub- 
cultures were made at intervals from darkened Monodus cultures into 
aeration flasks, and cell counts made daily until exponential growth was 
well under way. Trends in population during the lag period were found 
to be irregular: significant falls in cell number frequently occurred 
suggesting disintegration of dead cells. From the growth curves of these 
subcultures (log,, cell concentration against time) it was possible to 
extrapolate backwards and obtain a value for the viable inoculum. 
assuming that the early exponential growth had been masked by the 
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disintegration of dead cells. The values so obtained for the percentage of 
viable cells in the dark cultures after various intervals of time were 
plotted as shown in Fig.2, the result bearing some resemblance to an 
exponentially dying curve. This type of curve is frequently obtained 
when bacteria are treated with disinfectants (see, e.g., TopLEY and 
Witson 1955) and it thus appeared that 9/ 

progressive cell death occurs in darkened 100 
Monodus cultures. 

As a further check, a viability test 
employing a dilution method was carried 
out on a culture that had been incubated 
in the dark for 24 days. The procedure 
employed was based on a statistical 
method devised by Fisuer for the 
estimation of algae in soil (WAKSMAN 
1928). The dark culture was diluted 
with sterile medium, cell counts were 
made, and 50 ml. portions of the diluted 
suspension placed in illuminated aeration Wh 
flasks for accurate determination of the fsrath boul ligess 
growth curve. Serial 1:1 dilutions of the oe Te ee, ae 
diluted suspension were also made, and Munber oF ais iq We, Oops 
from each of them three aliquots were Fig.2. Decrease in viability of Monodus 

‘ s Z cells, plotted logarithmically, with 
pipetted into sterile plugged test tubes, increasing period of dark incubation in 
giving a total of 39 tubes. These tubes mineral medium. For details see text 
were illuminated for 10 weeks, after which 
period the number of “blanks” (tubes in which no growth had occurred) 
was recorded, The number of blanks to be expected from the table given 
by Waxksman (1928), if all the cells had been viable, was 12, whereas in 
fact 30 blanks were recorded. This corresponded to a viability of 1.4°/, 
of the cells in the dark culture. 

The results from the growth curve experiment conducted simultane- 
ously supported those from the viability test. The regression line for 
late exponential growth was extrapolated backwards as in the case of the 
results shown in Fig.2. A viability of 0.5°/, was computed in this way, 
which, taking into account the probable inaccuracy of the extrapolation 
method, is in fairly close agreement with the percentage viability 
obtained by the more refined dilution method. 


ey 


Number of viable cells as percentage of roral 


Discussion 
It is well established that in the Chlorophyceae there is no correlation 
between nutritional type and taxonomic position. For example, the Pratt- 
Trelease strain of Chlorella vulgaris is capable of chemo-organotrophic 
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growth on a variety of substrates (NersH 1951) whereas FINKLE, 
APppLEMAN and FLEIscHER (1950) have demonstrated that EmMERsoN’s 
strain of this species is an obligate phototroph. There evidently exists in 
this class a complete gradation of nutritional types from obligate photo- 
trophs, including organisms which can respire but not assimilate organic 
compounds, through facultative chemo-organotrophs to the colourless 
forms which are obligate chemo-organotrophs. 

It appears from the present work that a wide range of nutritional 
types also exists in the Xanthophyceae. Two species of the genus T'ri- 
bonema have been shown to differ considerably in their ability to utilize 
organic substances, and one of them, 7’. minus, was found to resemble 
Navicula pelliculosa (LEWIN 1953) in being capable of assimilating glucose 
but not acetate. 

Two kinds of lag before the apparent start of growth have been noticed 
in cultures of Xanthophyceae. One, in which an adaptation period occurs 
before an organic substrate is utilized following photosynthetic growth, 
is well known: an early example is that of Scenedesmus costulatus var. 
chlorelloides when subcultured into a medium containing maltose (ROACH 
1926). The short lag phase exhibited by Monodus grown at 25°C when 
subcultured into medium at 15°C (Foae, Smrrx and MILLER 1959) may 
be essentially of this type — an adjustment of enzyme or substrate 
concentrations to permit growth at the lower temperature. The other 
type of lag, which may be of very much longer apparent duration 
(2—3 weeks), appears in Monodus after prolonged periods in the dark 
and is due to the loss of viability of many of the cells during dark incu- 
bation. Such progressive death of cells may explain the results of FINKLE, 
APPLEMAN and FLEISCHER (1950) who observed long lag periods after 
dark incubation of their strictly phototrophic strain of Chlorella vulgaris 
before growth recommenced. 

The ability to remain viable for long periods in the dark has obvious 
survival value for an alga that is unable to assimilate organic carbon, 
especially if it is also incapable of oxidizing substrates. Two of the small 
number of species studied by us, Monodus subterraneus and Polyedriella 
helvetica, are evidently obligate phototrophs and have a marked ability 
to remain viable in mineral medium in the dark, though this ability is 
shared by Bumilleriopsis brevis, which grew on every organic substrate 
tested. No tests for oxidation of substrates were carried out with the 
xanthophyceans, except for T'ribonema aequale and Monodus as reported 
in earlier publications (BrLcHER and Foae@ 1958; Mi~ueR and Foae 
1958). 

The Monodus medium of MrtiEr and Foaa (1957) appears to be a 
suitable medium for experimental work on members of the Xantho- 
phyceae. 
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Summary 


1. Studies have been made on the nutritional characteristics of five 
members of the class Xanthophyceae: the coccoid forms Botrydiopsis 
intercedens, Bumilleriopsis brevis, Chlorellidium tetrabotrys and Polye- 
driella helvetica, and the filamentous form T'ribonema minus. In addition, 
further studies on Monodus subterraneus and Tribonema aequale are 
reported. A wide range of nutritional types has been found in this class, 
from obligate phototrophs (Monodus and Polyedriella) to one that 
assimilated in the dark every organic substrate tested (Bumulleriopsis). 
The two species of T'ribonema proved to be dissimilar with respect to 
their organic nutrition. Lag phases were exhibited by Buwmilleriopsis 
before the commencement of chemo-organotrophic growth. 


2. Good growth of all the above species, except Chlorellidium, which 
was not examined, was obtained in MrnLEerR and Foaa’s (1957) standard 
mineral medium for Monodus. Bumilleriopsis brevis had the highest 
relative growth constant (0.88 log,,/day units at 25°C) and reached the 
highest cell concentration (978,000 cells/mm). 


3. The obligate phototrophs showed a capacity to remain viable in the 
dark in mineral medium for long periods (60 days or more) whereas, with 
the exception of Bumilleriopsis, the facultative chemo-organotrophs 
remained viable for less than 18 days. 

4. Monodus subterraneus, after dark incubation, exhibited a lag period 
when subcultured before growth began. This phenomenon has been 
shown to be due to the progressive death of cells in the dark rather than 
to an adaptation phase. 
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Aus dem Botanischen Institut der Technischen Hochschule Karlsruhe und dem 
Centraalbureau voor Schimmelcultures, Gistafdeling, Delft 


Zur Systematik einiger Cerambycidensymbionten 


Von 
G. JURZITZA, H. KUHLWEIN und N. J. W. KREGER-VAN RIJ 


Mit 1 Textabbildung 
(Hingegangen am 27. April 1960) 


Eine Durchsicht der mikrobiologischen Literatur iiber die Symbiose 
der Cerambyciden zeigt, daB iiber die Systematik der Symbionten dieser 
Kaferfamilie noch keine Klarheit besteht. Altere Autoren (Herrz 1927; 
Exsiom 1932; MULLER 1934) begniigten sich mit der Feststellung, daB es 
sich um Hefen oder hefeartige Organismen handelt. Der erste, der einen 
Versuch zur Bestimmung eines Cerambycidensymbionten unternahm, 
war Scuwarvz, der im Juli 1932 einen der von MULLER isolierten Stamme 
an das Centraalbureau voor Schimmelcultures in Baarn einsandte 
(Drippens u. LoppErR 1942). Dieser Stamm, dessen Herkunft von 
Scuwartz nur mit Rhagiwm sp. angegeben wurde, der jedoch mit 
Miers Beschreibung des Symbionten von Rhagiwm bifasciatum (Rb 1) 
iibereinstimmt, wurde 1942 als Candida tropicalis var. rhagi Diddens et 
Lodder beschrieben. In einer spiteren Verdffentlichung wird diese Hefe 
zu Candida guilliermondii Langeron et Guerra gestellt (LODDER and 
KREGER-VAN Riv 1952). 

1942 berichtete SCHANDERL iiber die Isolierung des Symbionten von 
Harpium inquisitor. Der Autor halt seinen Stamm fiir M ycoderma bispora 
Baltatu, Wrnp1scu jedoch, der 1954 Untersuchungen tiber eine Reihe von 
Kahmhefen veréffentlichte, bestimmte ihn als Candida guilliermondit. 

GraEBNER (1954) berichtete iiber Isolierung und Kultur einiger 
Cerambycidensymbionten. Er stellte die Hefen von Rhagium bifasciatum 
und Leptura rubra zu Candida tenuis Diddens et Lodder. 

Finer von uns (JurRzitzA 1959) isolierte ebenfalls drei Cerambyciden- 
symbionten, die in Delft bestimmt wurden. Es zeigte sich, daB der Sym- 
biont von Harpium inquisitor mit der Rh-Hefe von Scuwartz (CBS 618) 
identisch ist. Er steht somit Candida guilliermondii nahe, von der er sich 
unter anderem durch die Assimilation von Erythrit unterscheidet. Der 
Symbiont von Leptura rubra gehort zu Candida tenuis, wahrend der von 
Harpium mordax dieser Art ebenfalls nahesteht. 

Somit ist aus der Literatur zu entnehmen, daB alle bisher isolierten 
Cerambycidensymbionten anaskosporogene Hefen der Gattung Candida 
sind. Weiterhin fallt die gute Ubereinstimmung der Ergebnisse von 
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ScHANDERL, WrNDISCH und JuRz1Tza in bezug auf den Symbionten von 
Harpium inquisitor und von GRAEBNER und JuRziITza in bezug auf die 
Hefe von Leptura rubra auf. Das scheint darauf hinzuweisen, daB die 
Cerambycidenarten spezifische Hefearten beherbergen, die sich auch in 
geographischer Hinsicht einheitlich verhalten. 

Dem oben Gesagten scheint die Tatsache zu widersprechen, daB die von 
W. Mixer (1934) und GraEBNER (1954) aus Rhagium bifasciatum 
isolierten Symbionten verschiedenen Arten angehéren. Da jedoch 
MiLuER seine Stéimme aus den schwer bestimmbaren Larven isoliert 


Tabelle 1. Isolierungsversuche an Cerambycidensymbionten 


Art paseo bestimmt als 
Rhagium bifasciatum Fbr. + Hertz — 
; + MULiEeRr Candida tropicalis var. 
rhagii = C. guilliermondii 
+ GRAEBNER Candida tenuis 
Harpium inquisitor L. | -+ Herrz = 
-+ ExBLOM — 
+ MULLER a 
-+ SCHANDERL Myc. bispora (det. SCHANDERL) 
= Cand. guilliermondii (det. 
WInDIscH) 
? + GRAEBNER / = 
+ JURZITZA Candida guilliermondii 
Harpium mordax Deg. + MULLER | — 
+ JURZITZA | Candida spec. 
Leptura rubra L. + Herrz — 
+ MULLER —_ 
+ GRAEBNER Candida tenuis 
+ JURZITZA | Candida tenuis 
Strangalia spec. + Herz | = 
Oxymirus cursor L. — MULLER 
Spondylis buprestoides L. — Herz 
Tetropium-Arten + SCHIMITSCHEK | _ 
— GRAEBNER | 


hatte, wihrend GRAEBNERs Hefe aus einem Weibchen stammt, erscheint 
eine Verwechslung nicht ausgeschlossen, insbesondere da Mi LuErs 
Stamm mit der von Jurzi1Tza aus einem Weibchen von Harpiuwm inquisi- 
tor isolierten Hefe identisch ist. Weiterhin ist aus MitiEers Angaben zu 
entnehmen, daB sich seine Rb- und Ri-Stimme kaum unterschieden. 
Angesichts der deutlichen Unterschiede zwischen Candida guilliermondii 
(Ri) und C. tenuis (Rb) in der Assimilation und Vergaérung von Zuckern 
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wire eine solche Unterscheidung wohl zu erwarten. Somit kann der frag- 
liche Stamm mit hoher Wahrscheinlichkeit der Art Harpiwm inquisitor 
zugerechnet werden. 

Aufgabe der vorliegenden Arbeit war es, 1. eine Anzahl von symbionti- 
schen Hefen einer Cerambycidenart, jedoch verschiedener Herkunft, zu 
vergleichen, und 2. eine Anzahl bisher nicht isolierter Hefen zu unter- 
suchen und zu bestimmen. 

Zur Beantwortung der ersten Frage wurde Harpium inquisitor ge- 
wahlt, da diese Art leicht zu beschaffen ist und der Symbiont schon 
wiederholt isoliert worden war, so daB bereits einige Stamme vorlagen. 


Material und Methodik 


Herkunft der untersuchten Stamme 
Harpium inquisitor L.: 
Ri 


aus einem Weibchen (Karlsruhe, 2. 5. 1957, ‘JuRzITZA 1959) 


aus zwei Weibchen (Sandplackengebiet, Taunus, 12. 4. 1959) 


a 
a 
WONRA aK wWWH 


Ri Sch aus einer Larve (SCHANDERL 1942)* 
Ri Gr aus einer Larve (GRAEBNER 1954)? 


Rhagium bifasciatum Fbr.: 
Rb Gr aus einem Weibchen (GRAEBNER 1954)* 
CBS 618 aus einer Larve (W. Mixier 1934, gehort vermutlich zu H. inquisitor) 


Harpium mordax Deg.: 
Rm 2 
Rm 3 | aus einer Larve (Karlsruhe, 26. 4. 1956, JurzitzA 1959) 
Rm 4 


oe A aus einem Weibchen (Weingartener Moor, nordlich Karlsruhe 7.5. 1959) 


44 4 aus einem Weibchen (Karlsruhe, 19. 5. 1959) 


Harpium sycophanta Schrnk. : 


~ ey aus einem Weibchen (Karlsruhe, 23. 5. 1959) 


iS a aus einem Weibchen (Karlsruhe, 26. 5. 1959) 


1 Den Herren Prof. Dr. A. Kocu, Miinchen, Zoologisches Institut der Universitat, 
und Prof. Dr. H. SoHANDERL, Geisenheim, Institut fir Botanik, Garungsphysio- 
logie und Hefereinzucht der Lehr- und Forschungsanstalt fir Wein-, Obst- und 
Gartenbau, sei an dieser Stelle fiir die Uberlassung der Stamme symbiontischer 
Hefen bestens gedankt. 
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Leptura rubra L.: 


Lr 3 ‘ aus einem Weibchen (Karlsruhe, 6. 9. 1956, JurziTza 1959) 


Lr 6 
Leptura cerambyciformis Schrnk. : 


re 4 aus einem Weibchen (Herrenalb, 3. 6. 1959) 
c 


Leptura maculicornis Deg.: 


up i aus einem Weibchen (Herrenalb, 3. 6. 1959) 
m 


Leptura sanguinolenta L.: 


mi 4 aus einem Weibchen (Karlsruhe, 23. 5. 1959) 
8 


Ls 3 
Ls 4 


Gaurotes virginea L.: 


i Z| aus einem Weibchen (Herrenalb, 3. 6. 1959) 
v 


Zum Vergleich wurden ferner herangezogen: 
CBS 615: Candida tenuis 
CBS 2308: Candida tenuis 
CBS 2309: Candida tenuis 
CBS 2030: Candida guilliermondii 
CBS 2031: Candida guilliermondii 
CBS 604: Candida parapsilosis 
CBS 2219: Candida parapsilosis var. intermedia 


} aus einem Weibchen (Karlsruhe, 26. 5. 1959) 


Methodik 


Die Isolierungsmethoden wurden an anderer Stelle ausfiihrlich beschrieben 
(JuRzITzZA 1959). 

Die Untersuchung der symbiontischen Hefen wurde zum Teil am Centraalbureau 
voor Schimmelcultures, Gistafdeling, Delft, zum Teil am Botanischen Institut der 
Technischen Hochschule Karlsruhe durchgefiihrt. Die bei der Hefebestimmung 
angewandten Verfahren sind von LoppER u. KREGER-VAN Riv (1952) beschrieben. 
Sie wurden fiir die Untersuchungen in Karlsruhe mit unwesentlichen Abanderungen 
iibernommen. 

Die Priifung auf Verwertbarkeit verschiedener C-Quellen wurde iiber die (5) 
gebrauchlichen Zucker hinaus auf die von WIcKERHAM u. BuRTON (1948) vorge- 
schlagenen Verbindungen ausgedehnt. Diese wurden zunachst im Auxanogramm 
getestet, die Verbindungen, die hier negativ waren, wurden im fliissigen Medium 
nachgepriift. In Karlsruhe wurde ausschlieBlich im fliissigen Medium getestet. 

Als weitere diagnostische Merkmale wurden herangezogen: 1. Das Wachstum bei 
37°C, 2. Der Vitaminbedarf der Stamme. 

Da der Vitaminbedarf der Hefen sich in den weitaus meisten Fallen auf Aneurin 
und Biotin beschrankt, wurde zunichst auf diese beiden Vitamine gepriift. Einer 
modifizierten Nahrlésung nach Raviin-THom (Glucose 50g; Weinsiure 2,6 g; 
Ammontartrat 2,6 g; NH,H,PO,0,4 g¢; (NH,).SO, 0,2 g; MgCO, 0,2 g; FeSO, 0,05 g; 
ZnSO, 0,05 g; HO dest. 1 L.), die sich zur Kultur der symbiontischen Hefen bestens 
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bewahrt hatte (Jurzirza 1959), wurden jeweils 0,1 mg-°/, Aneurin, 0,01 mg-°/, 
Biotin oder beide Vitamine gemeinsam in den angegebenen Konzentrationen zuge- 
setzt. Bei den vitaminheterotrophen Hefen ging das Wachstum ohne Vitaminzusatz 
nie iiber die Bildung eines geringfiigigen Bodensatzes hinaus, bei Anwesenheit der 
bendétigten Vitamine trat kraftige Ring- und zumeist auch Deckenbildung auf. 

Samtliche Kulturen wurden, wenn nicht anders erwahnt, bei 25° im Thermo- 
staten gehalten. 


Ergebnisse 
Der Vitaminbedarf der symbiontischen Hefen 


Wahrend Bucuner (1953), auf den Befunden von GRAEBNER (1954) 
fuBend, die Auffassung vertrat, die symbiontischen Hefen wurden 
keinerlei von auBen zugesetzte Vitamine zum Wachstum benotigen, 
konnte Jurzrrza (1959) zeigen, da die von ihm untersuchten Symbion- 
ten einen ausgepragten Vitaminbedarf haben. Aus diesem Grunde, und 
da fiir weitere Untersuchungen der isolierten Stiimme die Kultur der- 
selben auf vollsynthetischem Medium und damit der Vitaminbedarf von 
Interesse war, mufBten die Hefen daraufhin untersucht werden. AuBer- 
dem wurde das Wachstum der Stimme auf synthetischem Medium ohne 
Vitaminzusatz als diagnostisches Merkmal hinzugezogen. 

Es zeigte sich, daB die meisten der untersuchten Staémme vitamin- 
heterotroph sind. Nur die aus Harpiwm inquisitor und Gaurotes virginea 
isolierten Stamme (mit Ausnahme des Stammes RiGr) kénnen ohne 
Vitamine wachsen, werden jedoch durch Biotin stark gefordert. Der 
Stamm RiGr, die Symbionten von Rhagiwm bifasciatum, Harpium 
mordax, H. sycophanta, Leptura maculicornis und L. cerambyciformis 
bendtigen Biotin, der Symbiont von Leptura rubra Biotin und Pyrimidin 
zum Wachstum (Jurzirza 1959). 

Nur die Hefe aus Leptura sanguinolenta verhielt sich abweichend. 
Schon bei der Isolierung dieses Symbionten zeigte es sich, da eine sehr 
langsam wachsende Art vorlag. Wahrend die anderen Symbionten in den 
Feuchtkammern bereits nach 24 Std kleine Kolonien gebildet hatten, die 
auf Schragréhrchen abgeimpft werden konnten, hatte diese Hefe in der- 
selben Zeit ein bis zwei Sprossungen vollzogen (Abb. 1). Erst nach 
3—4 Tagen waren so viele Zellen gebildet, daB versucht werden konnte, 
abzuimpfen. 

Nun zeigte sich abermals das langsame Wachstum dieses Symbionten. 
Wiahrend bei der Isolierung der anderen Hefen bereits am folgenden Tage 
iiber den Erfolg der Abimpfung entschieden werden konnte, waren hier 
die Kolonien erst am 3. Tage mit der Lupe zu sehen. 

Auf Grund dieser Befunde war von vornherein zu erwarten, daB die 
Kultur der Hefe auf synthetischem Medium Schwierigkeiten bereiten 
wiirde. Erwartungsgema8 muBte der Versuch, die 4 isolierten Ls- 
Stamme in der gewohnten Weise auf ihren Vitaminbedarf zu priifen, nach 
5 Wochen abgebrochen werden, ohne da® in einem Testréhrchen das 

16* 
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geringste Wachstum aufgetreten ware. Die Vermutung lag nahe, daB die 
Hefe zum Wachstum auBer den beiden gebotenen noch weitere Vitamine 
bendtigt. 

Um dies zu iiberpriifen, wurde folgender Versuch angesetzt: In 44 Rohrchen mit 
je 5 cm? Nahrlésung nach Rautry-THom wurden je 0,5 cm® eines Gemisches yon 
8 der 9 zu priifenden Vitamine zugesetzt, so dafs in jedem Rohrchen eine andere 
Substanz fehlte. Als Kontrolle dienten Réhrchen mit dem kompletten Vitamin- 
gemisch. Dieses hatte folgende Zusammensetzung: Biotin 10 y-°/,; Riboflavin 


a 


Abb.1au.b. Isolierte Symbionten von Leptura sanguinolenta L. a Hefen aus den Intersegmental- 

schliuchen eines Weibchens, 3 Std nach Ubertragung auf Malzwiirze-Agar. b Dieselbe Stelle, 66 Std 

nach der Abimpfung. Die Hefen haben sich vergr6Bert und ein bis zwei SproBzeilen gebildet. 
(Vergr. 1000 x ) 


350 y-°/); Pyridoxin 1750 y-°/,; Nicotinsiureamid 1750 y-°/,; pantothensaures Ca 
3500 y-°/); Folsiure 50 y-°/); p-Aminobenzoesaure 35 y-°/); meso-Inosit 67,5 mg-°/,. 
Der Versuch wurde aus Réhrchen beimpft, die vitaminfreie Nahrlésung enthielten, 
in der eine Ose voll Hefe aus der Stammkultur suspendiert worden war. 

Nach 3 Wochen hatte sich auch bei dieser Versuchsanordnung kein 
Wachstum gezeigt. Nur in den Impfsuspensionen war es in der Zwischen- 
zeit zur Ausbildung eines Heferinges gekommen. Daraus war zu schlieBen, 
da die Hefe das gebotene Medium vielleicht doch verwerten konnte, 
wenn sie die Moéglichkeit hatte, sich daran zu adaptieren. So wurde der 
Versuch wiederholt, die Beimpfung erfolgte jedoch aus denselben Rohr- 
chen wie beim ersten Versuch. In der Tat zeigte sich bereits am zweiten 
Tage in einigen Réhrchen ein geringfiigiger Bodensatz. Nach 2 Wochen 
waren bei den Stémmen Ls 3 und Ls 4 in allen Réhrchen auBer denen 
ohne Aneurin und ohne Biotin Heferinge ausgebildet ; die beiden anderen 
Staémme zeigten dasselbe Ergebnis erst nach 25 Tagen. Nach 12 weiteren 
Tagen bildeten auch die Kulturen ohne Biotin Ringe, wahrend bei 
Aneurinmangel kein Wachstum mehr eintrat. Dieser Symbiont bendtigt 
somit Aneurin, waihrend Biotin das Wachstum zwar fordert, jedoch ent- 
behrlich ist. Durch entsprechende Abinderung des Versuches wurde fest- 
gestellt, daB die Aneurinheterotrophie auf die Unfahigkeit der Hefe zu- 
riickzufiihren ist, das Pyrimidin zu synthetisieren, 
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Die Assimilation von N-Quellen 

Die Verwertbarkeit verschiedener N-Quellen als diagnostisches Merk- 
mal bei der Hefebestimmung hat heute an Bedeutung verloren. Nur die 
Fahigkeit zur Nitratassimilation wird noch zur Abgrenzung von Arten 
verwendet (WICKERHAM 1946). In der Symbioseforschung ist dieser 
Punkt sehr wichtig, da vielfach ein Eingreifen der symbiontischen Orga- 
nismen in den EiweiBhaushalt der Wirte diskutiert wird (BUCHNER 1953). 

Aus diesem Grunde haben W. Miiuer (1934), GRAEBNER (1954) und 
Jurzitz (1959) der Assimilation von N-Quellen ihre Aufmerksamkeit 
gewidmet. Ubereinstimmend konnten sie zeigen, dag Ammonium, 
Aminosauren und Peptone zu den gut verwertbaren Verbindungen gehé- 
ren, waihrend keiner der bisher untersuchten Staémme Nitrat zu assimi- 
lieren vermochte. Ein Widerspruch besteht nur in bezug auf die Kignung 
von Harnstoff als N- Quelle. Wahrend W. MéLLEeR und JuRzr1Tza diese 
Verbindung als gut assimilierbar bezeichnen, stellte GRAEBNER eine 
Hemmwirkung fest. Jurzrrza vertrat die Auffassung, da die Ursache 
fiir die unterschiedlichen Befunde in der Vitaminheterotrophie der Sym- 
bionten zu suchen ist. Somit erschien es angebracht, die vorliegenden 
Cerambycidensymbionten nochmals auf die Verwertbarkeit von Harn- 
stoff zu priifen. Zum Vergleich wurde das Wachstum mit Ammontartrat, 
Kaliumnitrat und Asparagin herangezogen. Die Untersuchung erfolgte in 
einer Nahrlésung folgender Zusammensetzung: Glucose 2°/9; N- Quelle 
0,1°/,; KH,PO, 0,04 °/,; MgSO, 0,02 °/); unter Zusatz der erforderlichen 
Vitamine. Als Kontrolle diente dieselbe Lésung ohne N- Quelle. Es zeigte 
sich, daB alle gepriiften symbiontischen Hefen in der Lage sind, Ammo- 
nium, Asparagin und Harnstoff zu verwerten, mit Ausnahme der Ls- 
Hefe, die selbst nach Adaptation mit Harnstoff kein Wachstum zeigte. 
Keiner der untersuchten Stémme kann Nitrat assimilieren. Da dieses 
Resultat auch die von GRAEBNER (1954) untersuchten Stamme betrifft, 
ist damit bewiesen, da die Unterschiede in den Ergebnissen von MULLER, 
GRAEBNER und Jurzrrza tatsichlich auf den Vitaminmangel in GRAEB- 
ners Kulturen zuriickzufiihren sind. 


Die systematische Stellung der isolierten Symbionten 

Wie schon in der Einleitung erwahnt, besteht tiber die systematische 
Stellung der Cerambycidensymbionten noch keine Klarheit. Wohl wurde 
wiederholt versucht, die Hefen zu bestimmen, jedoch sind die wenigen 
Ergebnisse, die vorliegen, so voller Widerspriiche, daB8 es erforderlich war, 
sie eingehender zu charakterisieren. Dieser Versuch wurde in der vorliegen- 
den Arbeit unternommen. Die untersuchten Hefestamme stimmen in 
manchen Punkten iiberein. Die Zellen sind in vitro meist kurz-oval bis 
oval. Bei einigen Stémmen kommen auch in Wiirze langere Schlauch- 
zellen vor. Das Pseudomycel ist meist gut ausgebildet, oft allerdings sehr 
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fein. Nur bei dem Symbionten von Gaurotes virginea wurde keines 
gebildet. 

Bei der Garung fanden sich unter den aus einer Kaferart isolierten 
Stimmen oft Ubergiange von guter, ziemlich schneller, zu schwacher und 
sehr schwacher Garung. 

Wie schon erwahnt, wurden die Untersuchungen iiber die Assimilation 
verschiedener C-Quellen auf eine Anzahl weiterer Verbindungen aus- 
gedehnt. Unterschiede in der Verwertbarkeit zeigten sich nur bei Lactose, 
Sorbose, Raffinose, D-Arabinose, L-Arabinose, Dulcit, Rhamnose, Ery- 
thrit, Melibiose, Citronensaure und Milchséure. Der nachfolgenden Zu- 
sammenstellung sind Einzelheiten iiber die untersuchten Stamme zu ent- 
nehmen. 


1. Rhagium bifasciatum Fbr. 


Von dieser Art liegen zwei Symbiontenstémme vor, die sich deutlich 
unterscheiden. Der Stamm CBS 618 wurde von W. MULLER (1934) aus 
einer Larve isoliert, der Stamm Rb Gr von GRAEBNER (1954) aus einer 
weiblichen Imago. Da CBS 618 véllig mit den 11 vorliegenden Stéimmen 
aus Harpium inquisitor L. iibereinstimmt, kann mit Sicherheit auf eine 
Verwechslung geschlossen werden. Der Stamm wird daher zu der nach- 
folgenden Art gestellt. 

An der Artzugehérigkeit des Graebnerschen Stammes (Rb Gr) be- 
steht kein Zweifel. Er hat folgende Eigenschaften: 


Zellenin Wiirze: (3,2 — 4,6) x (4,2 — 6,5) uw 
Hautbildung in Wiirze: — 


Sporen: — 
Pseudomycel: + 
Garung: Glucose > 
Galaktose + (langsam) 
Saccharose — 
Maltose + (sehr schwach) 
Lactose = 
Raffinose — 
C-Assimilation: 
Glucose + Ribose + 
Galaktose + Rhamnose a 
Saccharose ++ Athanol Ee 
Maltose + Erythrit a 
Lactose f- Adonit + 
L-Sorbose ++ Duleit + 
Cellobiose + Mannit + 
Trehalose + Sorbit + 
Melibiose - a-Methylglucosid ++ 
Raffinose “= Salicin + 
Melezitose = +- Milchsiure +  (schwach) 
D-Xylose + Bernsteinsaiure ao 
L-Arabinose -- Citronensaiure -- 


D-Arabinose +- 
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N- Assimilation: Kaliumnitrat — 
Arbutinspaltung: + 

Wachstum ohne Zufiigung von Vitaminen: — 
Wachstum bei 37°C: — 


Auf Grund dieser Eigenschaften ist die Hefe mit Candida tenuis Diddens 
et Lodder zu identifizieren. 
2. Harpium (Rhagium) inquisitor L. 

Es wurden 12Staémme des Symbionten dieser Art untersucht. Stamm 
Rh wurde von W. MUxuzER (1934) aus den Mycetomen einer Larve von 
Rhagium sp. isoliert. 

Stamm Ri Sch wurde von SCHANDERL (1942) aus den Blindsacken 
einer Larve von Rhagium inquisitor isoliert. 

Stamm Ri Gr wurde von GRAEBNER (1954) aus den Mycetomen einer 
Rhagium-Larve isoliert, die wahrscheinlich zu der obengenannten Art 
gehorte. 

Die Stamme Ri 1, Ri 2, Ri 3, Ri 4, Rid wurden von JuRZzITZA (1959) 
aus den Intersegmentalschlauchen einer weiblichen Imago isoliert. Die 
Stamme Ri 6, Ri 7, Ri 8, Ri 9 wurden von uns ebenfalls aus den Inter- 
segmentalschliuchen zweier weiblicher Imagines isoliert. 

Die Hefe ist als Candida rhagii (Diddens et Lodder) nov. comb. zu 
betrachten. 

Beschreibung von Candida rhagit 

Wachstum in Wiirze. Nach zwei Tagen bei 25°C Zellen oval, 
(2,5 — 5) x (3 — 6,5) u und lang-oval bis langgestreckt, (2 — 4) x 
(11 — 25) w; die lingeren Zellen oft in SproBverbinden. Bodensatz und 
Ring werden gebildet. Nach einem Monat ein Bodensatz und Ring, zu- 
weilen eine diinne, matte Haut oder Hautinseln. 

Strichkultur auf Wiirzeagar. Nach einem Monat bei 17° gelb, 
weich oder zum Teil zah, matt, Oberflache glatt, ganz oder teilweise ge- 
faltet oder gekrauselt. 

Objekttragerkulturen. Die Entwicklung von Pseudomycel kann 
sparlich sein, aber das Pseudomycel ist immer gut ausgebildet und fein. 
Die Blastosporen kommen einzeln, in Kranzchen oder in kleinen Ketten 
vor. 

Sporenbildung. Ascosporen wurden auf den iiblichen Medien nicht 
gefunden. Auch Kreuzungsversuche mit den vorhandenen Stammen 
waren ohne Erfolg. 


Garung: Glucose + 
Galaktose + (langsam) oder — 
Saccharose 4+ 
Maltose +. (schwach) oder — 
Lactose — 
Raffinose + 
Melibiose — 
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C-Assimilation: 


Glucose + Ribose -= 
Galaktose + Rhamnose + 
Saccharose -++ Athanol a 
Maltose + Erythrit oh 
Lactose -- Adonit os 
L-Sorbose — Dulcit _ 
Cellobiose + Mannit + 
Trehalose + Sorbit + 
Melibiose — a-Methylglucosid + 
Raffinose oh Salicin oe 
Melezitose + Milchsaure aoa 
D-Xylose + Bernsteinsaéure + 
L-Arabinose +  (schwach) Citronensaure — 


D-Arabinose — 


N-Assimilation: Kaliumnitrat — 

Arbutinspaltung: + 

Wachstum ohne Zugabe von Vitaminen: meistens +; bei Ri Gr — 
Wachstum bei 37°C: — 


Viele Stémme kénnen Riboflavin bilden. 
Synonym: Candida tropicalis (A. Cast.) Berkh. var. rhagii Diddens et Lodder. 


Als Typus der Art wird der Stamm Ri 4 (CBS 4237) genommen, da 
bei dem von DippENs u. LoppER beschriebenen, von W. MULLER 
isolierten Stamm die Artzugehérigkeit der Wirtslarve unsicher ist. 
DippEns u. LoppsER (1942) beschrieben den obengenannten Stamm 
als die Varietaét rhagii von Candida tropicalis. LoDDER u. KREGER- 
vAN Rig (1952) brachten diesen Stamm bei Candida guilliermondii unter 
und hoben somit die Varietit auf. Neuisolierte Stimme aus Rhagiwm 
inquisitor zeigten ebenfalls Ubereinstimmung mit Candida guilliermondii. 


Die Untersuchung einer gréBeren Anzahl von Eigenschaften, ins- 
besondere die Priifung auf Assimilation der von WICKERHAM u. 
Burton (1948) herangezogenen C-Quellen, zeigte jedoch Unterschiede 
zwischen diesen Stimmen und dem Typusstamm von Candida guillier- 
mondit. 

Kine Uberpriifung des alten, von DrippENs u. LoppER beschriebenen 
Stammes zeigte dieselben Unterschiede zu dem Typus von C. guillier- 
mondii und gute Ubereinstimmung mit den neuen Stiimmen. Dies ver- 
anlaBte uns, diese Stéamme von C. guilliermondii abzutrennen und als 
Candida rhagii zu beschreiben. 


Die neue Art unterscheidet sich von C. guilliermondii hauptsachlich in 
dem Unvermégen, L-Sorbose, Melibiose, D-Arabinose und Citronensadure 
zu assimilieren. Auch wuchsen die untersuchten Stimme von C. guillier- 
mondii bei 37°C, die C. rhagii-Stamme nicht. 
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3. Harpium (Rhagium) mordax Deg. und 
4, Harpium (Rhagium) sycophanta Schrnk. 
Die Symbionten dieser beiden Arten unterscheiden sich kaum, so daf 
sie gemeinsam besprochen werden kénnen. 
Zellen in Wiirze: Oval, (2,5 — 5) x (3,2 — 6) u, bei einigen Staémmen langere 


Pseudomycelzellen. 
Hautbildung in Wiirze: — oder schwach. 
Sporen: — 
Pseudomycel: + 
Garung: Glucose + 
Galaktose + (langsam) 
Saccharose = 
Maltose + (schwach) oder — 
Lactose — 
Raffinose == 
C-Assimilation: 
Glucose + Ribose -L 
Galaktose + Rhamnose + 
Saccharose -+ Athanol + 
Maltose + Erythrit + 
Lactose + Adonit a 
L-Sorbose -++ Dulcit — 
Cellobiose + Mannit + 
Trehalose -+ Sorbit + 
Melibiose — a-Methylglucosid + 
Raffinose — Salicin + 
Melezitose + Milchsaure + 
Xylose = Bernsteinsaure + 
L-Arabinose + Citronensaure + 


D-Arabinose + 
N-Assimilation: Kaliumnitrat — 
Arbutinspaltung: + 
Wachstum ohne Zufiigung von Vitaminen: — 
Wachstum bei 37°C: — 


Diese Hefestimme stimmen mit Candida tenuis Diddens et Lodder 
iiberein. 

5. Gaurotes virginea L. 

Es liegen 2 Staémme vor. Diese unterscheiden sich von Candida rhagit 
nov. comb. nur durch das Fehlen der Pseudomycelbildung. Genau ge- 
nommen miiften sie auf Grund dieses Merkmales in die Gattung Toru- 
lopsis Berlese gestellt werden, lassen sich jedoch mit keiner Art dieser 
Gattung identifizieren. Es erscheint zweckmaBiger, sie ebenfalls zu 
C. rhagii zu rechnen. 

6. Leptura rubra L. 


Es liegen 5 Stémme vor. 
Zellen in Wiirze: Oval, (2 — 5) x (3,5 — T)u 
Hautbildung in Wirze: — 
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Sporen: — 
Pseudomycel: — 
Garung: Glucose + (schwach) 
Galaktose + oder — 
Saccharose -- 
Maltose a 
Lactose — 
Raffinose — 
C-Assimilation: 
Glucose + Ribose + 
Galaktose + Rhamnose ~ 
Saccharose -+ Athanol zi 
Maltose + Erythrit — 
Lactose - Adonit a 
L-Sorbose + Dulcit oa 
Cellobiose + Mannit a 
Trehalose + Sorbit + 
Melibiose _ a-Methylglucosid + 
Raffinose — Salicin + 
Melezitose -—+ Milchsaure _— 
Xylose Bernsteinsaure + 
L-Arabinose + (schwach) Citronensaure + 


D-Arabinose -+ 
N- Assimilation: Kaliumnitrat — 
Arbutinspaltung: + 
Wachstum ohne Zufiigung von Vitaminen: — 
Wachstum bei37°C: — 

Der Symbiont ist zu Candida tenuis Diddens et Lodder zu stellen, von 
der er sich hauptsachlich durch das Unvermégen, Rhamnose zu assimilie- 
ren, unterscheidet. 


7. Leptura maculicornis Deg. 
Ks liegen 2 Stamme vor. 


Zellen in Wiirze: (3 — 5)x(4— 7) u 
Hautbildung in Wiirze: — 


Sporen: — 
Pseudomycel: + 
Garung: Glucose a 
Galaktose -+- (sehr schwach) 
Saccharose — 
Maltose ++ (schwach) 
Lactose — 
Raffinose — 
C-Assimilation: 
Glucose + Ribose + 
Galaktose +--+ Rhamnose “= 
Saccharose ++ Athanol ae 
Maltose + Erythrit — 
Lactose = Adonit ++ 
L-Sorbose -+ Dulcit _— 
Cellobiose = -+ Mannit + 
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Trehalose + Sorbit + 
Melibiose — a-Methylglucosid ++ 
Raffinose — Salicin aa 
Melezitose + Milchsaure = 
Xylose -++ Bernsteinsaure + 
L-Arabinose — Citronensaure + 


D-Arabinose ++ 
N-Assimilation: Kaliumnitrat — 
Arbutinspaltung: + 
Wachstum ohne Zufitigung von Vitaminen: — 
Wachstum bei 37°C: — 
Diese Hefe ist mit Candida parapsilosis var. intermedia van Rij et 
Verona identisch. 


8. Leptura cerambyciformis Schrnk. 


2 Stémme liegen vor. 


Zellen in Wiirze: Oval, (3 — 5) x (4 — 9) u und langer. 
Hautbildung in Wiirze: — 


HpoLrenc— 
Pseudomycel: + 
Garung: Glucose + 
Galaktose + 
Saccharose — 
Maltose aa 
Lactose — 
Raffinose — 
C-Assimilation: 
Glucose + Ribose + 
Galaktose + Rhamnose — 
Saccharose -++ Athanol + 
Maltose ++ Erythrit + 
Lactose — Adonit + 
L-Sorbose + Dulcit — 
Cellobiose a Mannit + 
Trehalose = Sorbit — 
Melibiose — a-Methylglucosid + 
Raffinose _ Salicin + 
Melezitose + Milchsaure + 
Xylose — Bernsteinsaure + 
L-Arabinose — Citronensaure + 
D-Arabinose — 


N-Assimilation: Kaliumnitrat — 


Arbutinspaltung: + 
Wachstum ohne Zufiigung von Vitaminen: — 
Wachstum bei 37°C: — 


Auch dieser Symbiont zeigt viel Ubereinstimmung mit Candida 
parapsilosis var. intermedia. Er unterscheidet sich jedoch von dieser 
Varietat in der Assimilation von Erythrit, D-Arabinose und Milchsaure. 


242 G. Jurzirza, H. Kiuuwern und N. J. W. Krecer-van Ri: 


9. Leptura sanguinolenta L. 


Es liegen 4 Staémme vor. 


Zellen in Wiirze: langlich, (2 — 4) x (5,5 — 11 — 20) yu 
Hautbildung in Wiirze: — 


Sporen: — 

Pseudomycel: + (primitiv) 

Garung: — 

C-Assimilation: 
Glucose + Ribose — 
Galaktose + Rhamnose -- 
Saccharose — Athanol = 
Maltose — Erythrit = 
Lactose — Adonit — 
L-Sorbose + Dulcit — 
Cellobiose + Mannit + 
Trehalose + Sorbit = 
Melibiose — a«-Methylglucosid — 
Raffinose “= Salicin — 
Melezitose — Milchsaure — 
Xylose a Bernsteinsaure + 
L-Arabinose ++ Citronensaure — 


D-Arabinose — 


N-Assimilation: Kaliumnitrat — 
Arbutinspaltung: + 

Wachstum ohne Zufiigung von Vitaminen: — 
Wachstum bei 37°C: — 


Die Strichkultur auf Wiirzeagar ist leicht rosa-gelb gefarbt. Das Wachstum ist 
langsam. 


Die systematische Stellung dieser Stémme ist nicht leicht zu bestim- 
men. Eine vorlaufige Einreihung in der Gattung Candida scheint wohl 
berechtigt, obgleich eine Identifizierung mit einer schon bestehenden Art 
nicht méglich ist. 


Lateinische Diagnose von Candida rhagii (Diddens et Lodder) nov. comb. 


In musto maltato cellulae ovoideae, (2,5 — 5) x(3 — 6,5) uw, longovoideae aut 
eylindricae, (2 — 4) x (11 — 25) vw, sedimentum et annulus formantur. Post unum 
mensem sedimentum, annulus et aliquando pellicula aut insulae formantur. 

Cultura in agaro maltato (post unum mensem 17°C) flavida, mollis vel tenax, 
glabra aut plicata aut crispulata. Pseudomycelium tenue. 

Fermentatio glucosi, galactosi (lentissima aut nulla), sacchari, maltosi (minima 
aut nulla) et raffinosi. 

Glucosum, galactosum, saccharosum, maltosum, cellobiosum, trehalosum, raffi- 
nosum, melezitosum, D-xylosum, L-arabinosum, ribosum, rhamnosum, aethano- 
lum, erythritolum, adonitolum, mannitolum, sorbitolum, «-methylglucosidum, 
salicinum, et acidum succinicum assimilantur. 

Acidum lacticum exigue aut non assimilatur. 

Lactosum, L-sorbosum, melibiosum, D-arabinosum, dulcitolum et acidum 
citricum non assimilantur. 

Kalii nitras non assimilatur. 

Arbutinum finditur. 
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Zusammenfassung 

1. Eine gréBere Anzahl von Cerambycidensymbionten wurde isoliert. 

2. Mit Ausnahme der Symbionten von Rhagiwm inquisitor und Gau- 
rotes virginea sind alle Stimme vitaminheterotroph. 

3. Mit Ausnahme der Hefe aus Leptwra sanguinolenta kénnen alle 
Stamme Harnstoff verwerten. 

4. Die Untersuchung nach der systematischen Stellung der Symbionten 
ergab folgende Resultate : 


Kaferart Symbiontische Hefe 

Rhagium bifasciatum Candida tenuis 

Harpium inquisitor Candida rhagit 

Harpium mordax Candida tenuis 

Harpium sycophanta Candida tenuis 

Gaurotes virginea Candida rhagii ahnlich 

Leptura rubra Candida tenuis ahnlich 

Leptura maculicornis Candida parapsilosis var. intermedia 
Leptura cerambyciformis Candida parapsilosis var. intermedia ahnlich 
Leptura sanguinolenta Candida spec. ? 


5. Der Symbiont von Rhagiwm inquisitor wird als Candida rhagvi nov. 
comb. beschrieben. 
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Kreuzungsversuche mit sternbildenden Bakterien 


Von 
W. HEUMANN 


Mit 2 Textabbildungen 
(EHingegangen am 2. Mai 1960) 


Die morphologisch-cytologische Untersuchung der einzelnen Phasen im 
Cyclus der Sternbildung von Bakterien 1aBt einen Ablauf zusammenhan- 
gender Ereignisse, die auf einen Sexualvorgang deuten, erkennen [STAPP 
u. Borrets (1931); Srapp (1942); Stapp u. KN6sExL (1954, 1956 a u.b); 
HeEuMANN (1954, 1956)]. Mit diesem Ergebnis ist die Leistungsfahigkeit 
der morphologisch-cytologischen Methoden zunachst wenigstens er- 
sch6opft; zur Untersuchung der Genetik sternbildender Bakterien sind sie 
untauglich. Ein Fortschritt in der Erkenntnis des sexuellen Austauschs 
im Zuge der Sternbildung und damit die Méglichkeit, morphologisch er- 
kannte Phasen genetischen Ereignissen zuzuordnen, ist von der Anwen- 
dung genetischer Methoden zu erwarten. Die Arbeitsprinzipien hierfiir 
sind LEDERBERG und seiner Schule zu verdanken [LEDERBERG (1950, 
1951)]. Die Ausarbeitung genetischer Methoden und ihre Anwendung auf 
die Untersuchung der Hnterobacteriaceae, vornehmlich E. coli, hat sowohl 
die Genetik, als auch die Bakteriologie um grundlegende Erkenntnisse 
bereichert. [Neuere Zusammenfassungen iiber Methodik und Ziele der 
Bakteriengenetik: WINKLER (1959a—c); JacoB u. WOLLMAN (1959); 
CAVALLI-SFORZA (1959); HARTMAN u. GOODGAL (1959) ; LEDERBERG (1959). | 
Mit vorliegender Arbeit wird der Versuch begonnen, sternbildende 
Bakterien genetisch zu untersuchen. 

Die bei der genetischen Untersuchung von F, coli niedergelegten Erfah- 
rungen kommen dem Vorhaben zugute, andererseits zeigt aber schon ein 
fliichtiger Vergleich zwischen beiden Organismen, daB sich die bei EZ. coli 
bewahrten Methoden nicht ohne weiteres auf das sternbildende Bakte- 
rium 4, iibertragen lassen. #.coli gehért zu den bestbekannten Bakterien, 
in allen Sammlungen steht eine groBe Zahl verschiedener Stéamme zur 
Verfiigung. Seine biochemischen Leistungen sind genau untersucht 
|Roperts et al. (1957)], eine Unzahl verschiedener Mutationstypen ist be- 
schrieben worden. H.coli besitzt eine kurze Generationszeit, etwa 20min, 
und wachst meistens gut dispergiert im Medium. B, dagegen ist ein un- 
definierter, aus Erdboden neu isolierter Stamm, iiber dessen biochemische 
Leistungen nichts bekannt ist, mit einer Generationszeit von 3—6 Std 
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und starker Neigung zur Verklumpung der Zellen. SchlieBlich ist natir- 
lich damit zu rechnen, da® der Sexualvorgang selber bei Bakterium B, 
anders ablauft als bei H. coli, wie ja eine der Sternbildung adaquate Er- 
scheinung bei H#.coli nicht zu beobachten ist. 


I. Material und Methode 


Der in dieser Untersuchung verwandte Bakterienstamm 6, ist von 
HervuMANN (1956) vorliufig beschrieben worden. 


Die Theorie der genetischen Methode ist einfach: man isoliert vom 
Ausgangsstamm Klone, die eine oder mehrere Markierungen aufweisen, 
und versucht, durch Kreuzung einen Austausch der Markierungen herbei- 
zufiihren. Markierte Stamme erhalt man durch Mutation, das heiBt durch 
Anderung der im Kern verankerten Anlagen der Zelle und die genaue 
Definition der zugehérigen Eigenschaften. Die Spontanmutationsrate ist 
fiir jede Zellart und -eigenschaft eine Konstante, sie liegt zwischen 
1-10-4 und 1- 10-1 je Bakterium je Generation [BRAUN (1953), KAPLAN 
(1957, 1958)]. Durch mutagene Agentien laBt sich der obengenannte Wert 
wesentlich steigern, hier bei Stamm B, wurde U.V.-Strahlung zur Muta- 
tionsinduktion verwendet. 


Zur Erzeugung der Strahlung stand eine 125 W Hannovia- Queck- 
silberdampf-Hochdrucklampe zur Verfiigung [E. LEDERBERG (1952)] bzw. 
ein Hanau-Niederdruckbrenner NN 15/44, dessen Strahlung fast aus- 
schlieBlich bei 254 my liegt. Ein Vergleich der Totungsrate gleicher 
Strahlung zwischen E.coli und B, offenbarte eine etwa 10fache Strahlen- 
resistenz des letzteren. 


a) Auxotroph-Mutanten 


Das Verfahren zur Selektion von Auxotroph-Mutanten mit Hilfe der 
Penicillin-Methode ist bei LEDERBERG (1950) sowie PELCZAR jr., HANSEN 
u. Konerzka (1956) ausfiihrlich beschrieben. Sie verfolgt den Zweck, die 
nicht mutierten Prototroph-Zellen durch Penicillin zu toten und dadurch 
die mutierten Auxotrophs relativ anzureichern. Da Penicillin nur wach- 
sende Zellen totet, ruhende nicht angreift, in Minimalmedium Prototrophs 
wachsen, Auxotrophs aber ruhen, gelingt die Penicillin-Selektion in 
Minimalmedium -++ Penicillin. Als Vollmedium ist fiir Bakterium B, das 
fiir E.coli vorgeschlagene Komplettmedium nicht geeignet, da Hefe- 
extrakt sowohl der Firma Difco als auch Brewers Yeast Powder der 
G.B.I. das Wachstum von Bakterium 5, aus unbekannter Ursache hem- 
men. Dagegen ist Nutrient Broth bzw. Nutrient Agar von Difco (Nahr- 
briihe bzw. Nahragar) ein geeignetes Vollmedium fiir Bakterium B,, das 
gleichzeitig die Organismen zu optimaler Sternbildung anregt. Als 
Minimalmedium zur Selektion von Auxotroph-Mutanten ist das von 
Davrs vorgeschlagene auch fiir Bakterium B, geeignet. Alle Kulturen in 
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fliissigem Medium wurden in einem Rotator, der die Roéhrchen mit einer 


Geschwindigkeit von 30 U/min in schrager Position dreht, bei 2920 | 


bebriitet. Die gute Versorgung mit Nahrstoff und Sauerstoff bei dieser 
Kulturmethode fordert Wachstum und Sternbildung der Zellen. Kulturen 
auf festen Medien in Petrischalen wurden ebenfalls bei 29°C im Thermo- 


staten bebriitet. ; 
Fiir Bakterium B, hat sich folgender Arbeitsgang bewahrt: Eine 


wachsende Kultur in Nahrbriihe wird mit dem Ultra-Turrax dispergiert 


und mit der Hanau-Lampe in 20 cm Abstand 25 sec. bestrahlt. 2 Tage 
alte Subkulturen der bestrahlten Suspension werden gewaschen und zur 
Erschépfung der Reserven in stickstofffreiem Minimalmedium etwa 
12 Std bebriitet, danach mit der zum Minimalmedium gehérigen Menge 
Ammonsulfat versetzt und mit frisch hergestellter Penicillinldsung auf 
eine Penicillin-Endkonzentration von etwa 600 E je cm® gebracht. Nach 
24- bis 28stiindiger Bebriitung werden Proben von 0,01 und 0,05 cm$ auf 
Niahragar ausgeplattet. Die Auswahl von Mutanten unter den heranwach- 
senden Kolonien geschieht mit Hilfe der Replica-Methode [LEDERBERG 
u. LEDERBERG (1952)], indem die Platten auf Minimal- und Vollmedium 
gestempelt werden. Kolonien, die auf Minimalmedium nicht erscheinen, 
werden vom Vollmedium abgenommen, suspendiert, gewaschen und dann 
einem Selektionsgang unterworfen, in dessen Verlauf die Zellen auf Grup- 
pen von Minimalmedien geplattet werden, denen Kategorien von Nahr- 
stoffen zugesetzt sind, etwa Aminosauren, Vitamine oder Nucleinséuren. 
Ist die Nahrstoffkategorie festgelegt, der die zur Aufhebung des Muta- 
tionsblocks benétigte Verbindung angehdért, so geht die Selektion inner- 
halb der Kategorien weiter, bis der Nahrstoff gefunden ist, dessen 
Synthese ausgefallen ist. 

Im Verlauf der Seiektionsarbeit macht man bei Bakterium B, immer 
wieder die Erfahrung, daB ein groBer Teil der Mutanten revertiert zur 
Prototrophie. Ein anderer Teil ist nicht scharf ausgepragt, das Wachstum 
auf Minimalmedien ist nicht ganz unterdriickt, sondern nur verlangsamt. 
Von den bei der ersten Auslese auf Minimalmedium designierten Auxo- 
troph-Mutanten bleiben als brauchbar fiir Kreuzungsversuche im Verlauf 
der weiteren Selektionsarbeit etwa 1—3°/, iibrig. Es wurden bisher bei 
Bakterium B, 2 Auxotroph-Mutanten ioliert: 1. Mutante mit Komplex- 
marker, AS. Der Syntheseblock dieser Form ist nicht mit einer bestimm- 
ten Verbindung aufzuheben, sondern lediglich durch eine Mischung von 
Aminoséuren, z.B. Caseinhydrolysat, G.B.I. Dieser Marker ist fiir 
Kreuzungsversuche nicht sehr brauchbar, da er mit einer Rate von 10-3 
zur Prototrophie zuriickmutiert, im Gegensatz zu allen anderen bisher 
aufgefundenen 5,-Markern, die alle sehr stabil sind, Rate der Riick- 
mutation <10~7. 2. Vitamin-Mangelmutante aneu~, ben6tigt Aneurin 
(Thiamin oder B,). 


—— 
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b) Resistenz-Mutanten 


Neben Auxotrophie eignet sich Drogenresistenz als genetischer 
Marker fiir Kreuzungsversuche. Stamm B, wurde auf Resistenz gegen 
Penicillin, Chloramphenicol (Chloromycetin oder Leucomycin) und 
Streptomycin getestet. Der Stamm ist gegen alle drei Drogen sensitiv. 
Resistenzmutanten gegen Penicillin und Chloromycetin konnten bisher 
weder spontan noch induziert erhalten werden. Die Resistenz gegen 
Streptomycin ist offenbar ein durch mehrere Gene gelenkter Faktor, 
deren Wirkung sich addieren kann [Cavatir u. MaccacaRo (1952); 
THORNLEY u. YUDKIN (1959)]. Spontan aufgetretene Streptomycin- 
Resistenzmutanten sind resistent gegen maximal 0,04°/, Streptomycin. 
Durch wiederholtes Ausplatten dieser ersten Mutanten auf Streptomycin- 
Gradientenplatten [SzyBatsky u. Bryson (1952)] mit groBter Strepto- 
mycinkonzentration von 1°/) konnten hochresistente Klone mit wohl 
vélliger Streptomycin-Indifferenz isoliert werden. Dieser Mutantentyp ist 
fiir Kreuzungsversuche besonders geeignet, weil seine Ausbildung offen- 
bar mehrere Mutationsschritte erfordert, so daB sein Austausch im 
Rekombinationsversuch niemals durch Spontanmutation von sensitiven 
Formen vorgetauscht werden kann. Ob allerdings der Austausch des 
Faktors Streptomycin-Indifferenz in einer Reaktion geschieht oder auch 
nur schrittweise, ist noch nicht sichergestellt. Das Faktorenpaar wurde 
mit Sm'/Sm* bezeichnet. 


c) Farbstoff-Mutanten 


Eine weitere fiir die genetische Analyse von By sehr brauchbare Higen- 
schaft ist seine Farbstofferzeugung. Hine vorlaufige Analyse des Pigments 
weisen es als Carotinoid aus, es gibt eine positive Carr-Price-Reaktion 
und hat, gelést in Petrolather, deutlich ausgepragte Adsorptionsmaxima 
bei 605 und 975 my. Ahnlich wie bei der Streptomycinresistenz scheint 
die Carotinoidproduktion durch mehrere Gene gelenkt zu werden. Im 
Verlaufe mehrerer Jahre konnten Formen mit verschieden hoch abge- 
stufter Pigmenterzeugung isoliert werden, deren Kolonien alle Ubergange 
zwischen hellrosa und tief-kirschroter Farbe zeigen. Rein weiBe, also 
vollig carotinoidfreie Klone treten nicht auf. Das Faktorenpaar weil /rot 
wird mit Pig™®®/Pig!" (rhodos/leukos) bezeichnet. 


d) Kolonietyp-Mutanten 


Die Kolonien der B,-Wildform sind rough‘, das heift sie sind sehr 
kompakt und lassen sich als Ganzes mit der Nadel von der Agarober- 
fliche abheben. Die Klone dieses Kolonietyps zeichnen sich durch sehr 
gute Sternbildung aus; in Flissigkeitskultur im Rotator setzen sich die 
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Sternaggregate als Ring in Hohe des Fliissigkeitsspiegels ab (Abb. la 
u. b), ,,Smooth‘‘-Mutanten hingegen weisen im allgemeinen nur geringe 
Stern- oder Ringbildung auf (Abb. 2). 

Offenbar wird die sexuelle Kompatibilitat der Zellen, die ihren Aus- 
druck in der Sternbildung findet, durch einen genetischen Faktor 
gesteuert, denn das Merkmalpaar 
Kol®/Kol5 ist sehr konstant und nicht 
milieubedingt. 

Eine Zusammenballung der Zellen 
als Sexualreaktion hat Cava.ur (1956) 
als ,,Agglutinazione sessuale“ bei L. coli 
beschrieben. Das Sexualverhalten wird 
bei Z.coli durch die Faktoren F bzw. 
Afr gelenkt [WOLLMAN u. J AcoB (1958), 
BERNSTEIN (1958)]. Ob es etwas Ahn- 
liches auch bei sternbildenden Bak- 
terien gibt, ist noch nicht untersucht. 

Die Sternaggregate von ,-Zellen 
sitzen so fest zusammen, daf sie sich 
durch Schiitteln nicht auseinander- 
reiBen lassen. Das Vereinzeln der Zell- 
ageregate, ein  selbstverstandliches 
Erfordernis quantitativer Arbeit, wird 
sehr einfach mit dem Ultra-Turrax 
Typ TP 18/2 der Firma Janke u. 
; Kunkel K.G. erreicht. Die Suspension 

m city wird durch eine Schereinrichtung, die 

Abb. 1au.b. Stamm By: Flissigkeits) Sich mit 24000 U/min bewegt, gewirbelt 

ary utero unendn «und hiorbeljin-wenigen Sekunden, yet 

Suspension fast klar, dichter Ring, rough einzelt. Die Lebendzahl der Suspen- 

sionen wird dabei nicht beeintrachtigt. 

Soll eine Serie von Suspensionen hintereinander vereinzelt werden, so 

wird der Riihreinsatz des Ultra-Turrax durch Eintauchen in kochendes 

Wasser sterilisiert und anschlieBend in kaltem Wasser gekiihlt. Diese 

Behandlung der Zellen wurde in 19mm @ Zentrifugenglisern durch- 
gefiihrt. 

Die BegeiBelung von Bakterium B, ist monopolar, monotrich [Far- 
bung nach Lerrson (1951)|, Versilberung nach RuopeEs (1958). Die 
GeiBeln sind recht lang, Wellenlinge und Amplitude sind fiir den je- 
weiligen Klon konstant. Es wurde eine Mutante isoliert, bei der diese 
GeiBelcharakteristika konstant verdindert sind. Theoretisch lieBe sich 
sicherlich der Faktor GeiBelausbildung als genetischer Marker fiir 
Kreuzungsversuche verwenden. Praktisch steht dem natiirlich die 
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methodische Schwierigkeit entgegen, eine groBe Zahl von Zellen serien- 
maBig auf GeiBelcharakteristika zu priifen. 

Fermentationsmarker, die in der JZ. coli-Genetik eine bedeutende 
Rolle spielen, sind bei Stamm B, und allen anderen bisher untersuchten 
sternbildenden Bakterien nicht zu bekommen, da diese Organismen 
einen obligat oxydativen Stoffwechsel besitzen. 


Abb.2. Mikroskopisches Bild der Kulturen von Abb.1; links: Keine Sterne, smooth; rechts: Intensive 
.  Sternbildung, rough 


In der Technik der Bakterienkreuzung unterscheidet man selektive 
und nicht selektive Marker. Das Faktorenpaar Auxotrophie/Proto- 
trophie dient auf Minimalmedium, das Faktorenpaar Giftsensibilitat / 
-resistenz auf gifthaltigem Medium als Selektivmarker. Auf Voll- baw. 
giftfreiem Medium erscheinen sie als nicht selektive Marker. Die Merk- 
male Farbstofferzeugung oder Kolonieform sind auf allen Medien nicht 
selektiv. 


e) Die Kreuzung 
Ein Kreuzungsversuch mit Bakterium B, verliuft folgendermafen: 
Die beiden Elternstamme, die gekreuzt werden sollen, werden aus einer 
wachsenden, gut suspendierten Kultur in Réhrchen mit 10 em*® Nahr- 
brithe geimpft, in die Kontrollréhrchen von jedem Elter 0,1 cm® ge- 
trennt, in die Kreuzungsrohrchen von jedem Elter 0,1 cm® gemischt. 
Haben die Zellen ungleiche Generationszeiten, so werden die eingeimpften 
we 
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Zellen jedes Partners so bemessen, daB am Ende der Kreuzung ihre Zell- 
zahlen annihernd gleich sind. Die Bebriitung der Réhrchen erfolgt im 
Rotator bei 29°C. Nach 3—5 Tagen werden die Kulturen mit dem 
Ultra-Turrax dispergiert, zweimal gewaschen und je nach Zellmenge mit 
0,5 — 1 em® physiologischer Kochsalzlésung suspendiert. Von Kontrollen 
und Kreuzung werden 0,02—0,05 cm? auf das jeweilige Selektions- 
medium ausgeplattet, Verdiinnungen von 10->—10-® auf Vollmedium 
zur quantitativen Auswertung der Kreuzung. Das Mitfiihren beider 
Elternstémme getrennt als Kontrollen durch den ganzen Versuchsgang 
ist notwendig, um eine eventuelle Vortaéuschung von Rekombinations- 
ergebnissen durch Riickmutation selektiver Marker zu_ erkennen. 
Infolge der langen Generationszeit von B,-Zellen erscheinen Rekombinan- 
ten-Kolonien friihestens nach 5 Tagen auf den Selektionsplatten. 


II. Ergebnis 
Kreuzungen wurden bisher mit folgenden Markern durchgefiihrt : 
aneu —/-+ Aneurin auxotroph/ -prototroph 
Sms/Smt Streptomycin sensitiv/resistent 
Kol®/Kol§ Kolonieform rough/smooth 
Pigthe/Pig/oe Pigment rhodos/leukos 


1.. Pig™®? Kol® Sm* - Pig™e Kol® Smt 
Pig™® Kol® Sm. 

Als Selektionsmedium wurde Niahragar + 0,04°/, Streptomycin ver- 
wendet. Da nur der Kol®-Elter durch seinen Selektivmarker Sm’ aus- 
gemerzt wird, ist die Selektion durch Wachstum des KolS-Elters be- 
eintrachtigt. Immerhin heben sich die R-Kolonien nach 5—7 Tagen 
makroskopisch so deutlich sichtbar vom S-Untergrund ab, daB sie aus- 
gezahlt werden kénnen. Die Haufigkeit der Rekombinanten liegt bei 
10>: 

2. Pig™h? Kol® Smt - Pig!" Kol® Sms 
Pig!" Kol® Sm’. 


Auch bei dieser Kreuzung wird nur ein Elter durch das Selektions- 
medium Nahragar + Streptomycin ausgemerzt. Der Untergrund der 
Kreuzungsplatten wird durch die roten Kolonien des Sm'-Elters ge- 
bildet. Die weiBen Rekombinanten lassen sich nach etwa 8 Tagen Be- 
briitung der Platten ausziihlen. Die Ablesung erfolgt zweckmaBig mit 
einer binocularen Lupe bei etwa 10facher VergréBerung. Die Re- 
kombinationsfrequenz liegt auch hier bei 10~°. 

3. Pig!" Kol® aneu~ Sm? - Pig™te Kol® aneu+ Sms 
Pig™? Kol® aneut+ Sm’, 


Die Kreuzung wurde auf Minimalmedium + Streptomycin aus- 
gespatelt, ein Medium, das das Wachstum beider Eltern infolge ihrer 
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Selektivmarker aneu~ bzw. Sm* verhindert. Alle Kolonien, die auf 
diesem Medium wachsen, miissen die Fahigkeit hierzu durch Rekombina- 
tion ihrer Erbfaktoren erhalten haben, vorausgesetzt, da keine Riick- 
mutation der Selektionsmarker eingetreten ist. Die Selektion ist also 
sehr einfach und bei gleichzeitiger Mitfiihrung der ungemischten Eltern- 
stamme durch den Versuchsgang zur Kontrolle eindeutig. 


Theoretisch sind bei dieser Selektion Pig™®- und Pig!’ Rekombinan- 
ten moglich, indem ndmlich entweder der Streptomycin- oder der 
Vitaminfaktor ausgetauscht wird. Auf den Selektionsplatten erscheinen 
aber nur rote Kolonien mit einer Haufigkeit von 4- 10-6 Die Ursache 
fiir das Ausbleiben der weiBen Kolonien liegt vermutlich in der Lage des 
Vitaminfaktors auf dem Chromosom begriindet. Das wird verstandlich 
werden, wenn quantitative Rekombinationsergebnisse einer groferen 
Zahl von Markern vorliegen. Bei Weiterkultur blieben alle gepriiften 
Rekombinantenklone stabil, Veranderung durch eventuelle Aufspaltung 
wurde nicht beobachtet. 


II. Diskussion 


Die morphologisch-cytologische Untersuchung der Sternbildung an 
dem hierfiir besonders geeigneten Bakterienstamm B, hatte zu der Not- 
wendigkeit gefiihrt, ,,die Vorstellung vom Sexualmodus sternbildender 
Bakterien durch die bei Escherichia coli Ky, erprobten genetischen 
Methoden exakt zu fundieren‘’ [HmumMANN (1956)]. Die groBen Unter- 
schiede, besonders in der Physiologie zwischen H.coli und Bakterium Bg, 
erforderten umfangreiche Vorarbeiten, bis B, der genetischen Analyse 
zuganglich wurde. Es hat sich dabei herausgestellt, da #. coli ein 
wesentlich giinstigeres Objekt fiir die Genetik ist. So ist denn auch 
E. coli seit dem ersten Bericht von LEDERBERG u. TaTUM (1946) bisher 
das Hauptobjekt fiir die Rekombinationsforschung der Bakterien ge- 
blieben. Lediglich innerhalb der Enterobacteriaceae konnte die Basis 
etwas erweitert werden, indem Kreuzung zwischen EF. coli und Shigella, 
Lurra u. Burovs (1957) und zwischen E. coli und Salmonella von 
Baron, Carey u. SprnMan (1958) nachgewiesen werden konnte. AuBer- 
halb der Enterobacteriaceae wurde ein genetischer Austausch lediglich bei 
Pseudomonas aeruginosa durch Hottoway (1955, 1956) nachgewiesen. 


Phagentransduktion [STOCKER (1958); KaupEewrrz (1958) | und mit 
Desoxyribonucleinsiure induzierte Transformation [ErHRusst-TAYLOR 
(1958); WackER (1958) ] sollen hier nicht diskutiert werden, da Stern- 
bildung nur als Wechselwirkung direkt zwischen Zellen verstanden 
werden kann. Die hier beschriebenen Kreuzungsergebnisse schlieBen 
allerdings eine Transformation nicht ganz aus, wenn auch im Zusammen- 
hang mit der morphologischen Untersuchung ein Faktorenaustausch 
durch direkten Zellkontakt die grote Wahrscheinlichkeit fiir sich hat. 


ZoOZ W. HEuUMANN: 


Zwei Griinde lieBen eine genetische Analyse von sternbildenden Bak- 
terien besonders ratsam erscheinen: 1. Das Bild, das die morphologisch- 
cytologische Untersuchung der Sternbildung darbietet, hat mehr 
Beziehungen zu Sexualvorgingen bei héheren Protisten [RaPER (1957); 
HarrMann (1956)] als zur Konjugation von £. coli, | LEDERBERG (1956); 
WotiMaN, Jacos, Hayes (1956); ANDERSoN, WoLLMAN, JaAcoB (1957) |. 
Es kénnte daher sein, daB Sternbildung einen neuen Modus der Bak- 
teriensexualitat reprasentiert. 2. Sternbildung ist eine bei Bakterien sehr 
weit verbreitete Erscheinung. Systematische Untersuchungen sind hier- 
iiber noch nicht angestellt worden, aber bei einer Routinepriifung im 
Zuge der Neuisolierung von Bakterienstémmen aus Erdboden wurde bei 
etwa der Halfte dieser Stamme Sternbildung beobachtet. Man kann also 
hoffen, daB sich genetische Erkenntnisse von dem Sexualmodus bei 
Stamm B, auf viele Bakteriengruppen iibertragen lassen. 

Die bisher gemachten Erfahrungen iiber den genetischen Austausch 
bei Bakterium B, reichen nicht aus, um Fragen iiber den Sexualmodus zu 
klaéren. Die ersten beiden Kreuzungsversuche, bei denen nur ein Elter 
durch den Selektivmarker Sm’ auf Streptomycinmedium ausgemerzt 
wird, mégen nur als Vorversuche betrachtet werden. Sie sind hier mit- 
geteilt worden, weil ihnen der erste Hinweis auf einen Genaustausch zu 
verdanken ist. Der dritte Kreuzungsversuch ist nach dem Prinzip der 
Kombination von Streptomycinresistenz- und Prototrophie-Selektion 
angestellt (SRP), ein Schnelltest, mit dessen Hilfe LEDERBERG (1951) 
eine groBe Anzahl von £. coli-Stémmen auf Interfertilitat gepriift hat. 
Das Prinzip der Methode beruht darauf, daB alle Prototroph-Sms- 
Stamme, die gekreuzt mit einem Auxotroph-Sm'-Tester SRP-Formen, 
selektioniert auf Minimalmedium + Streptomycin, geben, mit dem 
Testerstamm interfertil sein miissen. In unserem Fall bei der Kreuzung 
von Pig!" Kol® aneu~ Sm" - Pig™? Kol® aneut Sms mii®ten theore- 
tisch auf dem Selektionsmedium leu- und rho-Kolonien auftreten; es 
wurden aber bis jetzt nur rho-Formen mit einer Haufigkeit von 4 - 1076 
gefunden. Die Ursache fiir das Ausbleiben der leu-Kolonien auf dem 
Selektionsmedium ist jetzt noch nicht zu iibersehen, wird aber klar 
werden, sobald durch Kreuzungen mit einer gréBeren Anzahl von 
Markern quantitative Vergleiche bei ihrer Rekombination méglich sind. 
Die drei Kreuzungsversuche rechtfertigen die Annahme eines genetischen 
Austauschs zwischen verschiedenen Klonen des sternbildenden Bak- 
terienstammes B,. 

Die relativ geringe Ausbeute von Rekombinanten bei dieser Kreuzung 
erscheint in Anbetracht der intensiven Sternbildung, die sich im mikro- 
skopischen Bild und in der Ringbildung (Abb. 1 u.2, 8.248 u. 249) wahrend 
der Kultur im Rotator manifestiert, erstaunlich und bedarf der Er- 
klarung: nicht alle Sterne werden zwischen beiden Eltern gebildet. Trifft 
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die wahrscheinlichste Annahme zu, da8 die Intra- und Interfertilitat bei 
beiden Stiimmen gleich ist, so findet nur ein Drittel aller fertilen Zell- 
kontakte zwischen dem Pig!*™- und Pig™®®-Elter statt. Nur ein geringer 
Bruchteil aller wirklich zwischen den Partnern stattgefundenen Genre- 
kombinationen offenbart sich mit der SRP-Methode. SchlieBlich be- 
dingt die Higenart des Sternbildungscyclus, daB sich immer ein eroBer 
Anteil der Kultur im vegetativen Stadium befindet; ein Vergleich mit der 
E. coli-Konjugation mag das klaren: Wie Cava (1958) ausfiihrt, ist es 
denkbar, da®B bei Kreuzungskulturen von F. coli, deren Generationszeit 
normalerweise etwa 20 min betrigt, die Chromosom- oder Zellpaarung 
waihrend der Konjugation durch den vegetativen TeilungsprozeB aus- 
einandergetrennt wird. Bei der Sternbildung dagegen bleiben die Zellen 
im Sternverband starr zusammengefiigt, ihre vegetative Tatigkeit ist im 
Sternzentrum erloschen und bleibt ausschlieBlich am peripheren Teil der 
Zellen aufrechterhalten. Die Selbstinterruption bei #. coli macht die 
Merozygote [Jacosp, Wortman, Hayes (1956)] zum regelmaBigen 
Produkt des sexuellen Austauschs. Der Mechanismus der Sternbildung 
laBt eine Holozygote als das Endprodukt des Sexualaktes erwarten, da 
einmal im Sternverband zusammengelagerte Zellen sich nicht wieder 
trennen. 

Da bei E.coli Konjugation und Zellteilung im 20 min-Cyclus mit- 
einander koordiniert sind, ist dort eine wesentlich hdhere Rekombina- 
tionsrate zu erwarten als bei der Sternbildung, bei der der Sexualvorgang, 
ganz gleich wie er im einzelnen aussieht, sicherlich ein Vielfaches der 
Generationszeit betragt und neben der vegetativen Tatigkeit der Zellen 
einherlauft. Ist aber einmal dieser Hauptunterschied zwischen den 
Mechanismen der Konjugation und der Sternbildung klar erkannt, so 
lassen sich sicherlich auch Methoden finden, die Rekombinationsraten bei 
sternbildenden Bakterien wesentlich zu erhohen. So erscheint es z. B. aus- 
sichtsreich, sobald eine gréBere Zahl von genetischen Markern zur Ver- 
fiigung steht, mit dem Mikromanipulator einzelne Sterne zu isolieren 
und deren Nachkommenschaft genetisch zu testen. Der Nachweis einer 
gesetzma igen Verteilung nichtselektiver Marker auf die Nachkommen- 
schaft gekreuzter Klone miiBte dann einen Einblick in den eigentlichen 
Modus des genetischen Austauschs bei der Sternbildung erméglichen. 

Es ist ein groBer Vorzug des Bakterienstammes Bg, daf sich das Aus- 
maf der Sternbildung so einfach durch das mikroskopische Bild und 
makroskopisch durch die Ringbildung in Fliissigkeitskulturen ab- 
schatzen 1aBt. Auf diese Weise erhalt man einen Hinweis auf die Intra- 
fertilitat der Stamme. Ob bei Kreuzungspartnern dariiber hinaus auch 
Interfertilitat besteht, oder welche Kompatibilitétsverhaltnisse sich in 
gemischten Kulturen einstellen, das lieBe sich mit Hilfe der Sternbildung 
nur beobachten, wenn sich beide Kreuzungspartner morphologisch so 
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deutlich unterscheiden, daB sich die einzelnen Zellen eines Sterns der 
jeweiligen Elternform zuordnen lieBen. Es gibt beim Bakterium B, zwar 
Klone, die sich z. B. in der ZellgréBe oder in Anordnung und GréBe von 
Granulis in den Zellen unterscheiden. Diese Unterschiede gelten aber nur 
statistisch als Durchschnittswerte, so daB die Einordnung individueller 
Zellen nach diesen Merkmalen unsicher bleibt. Morphologisch scharf 
charakterisierbare Mutanten wiirden sehr wesentlich zum Erfolg bei der 
Anwendung genetischer Methoden beitragen. 


Zusammenfassung 


Um genetische Unterlagen fiir die Vorgiinge, die im Zusammenhang 
mit der Sternbildung bei Bakterien ablaufen, zu gewinnen, wurden mit 
dem Bakterienstamm B, Kreuzungsversuche eingeleitet. Hierzu wurden 
Klone isoliert, die durch UV-induzierte Mutationen markiert sind. Die 
Mutationen beziehen sich auf Aneurin-Bildung, Resistenz gegen Anti- 
biotica, Pigmenterzeugung und Kolonieform. In Kreuzungsversuchen 
mit diesen markierten Klonen wird eine Rekombination genetischer 
Faktoren beobachtet. 


Herrn Professor Dr. J. LEDERBERG, jetzt in Stanford, danke ich fiir die grof- 
zugige Gastfreundschaft in seinem Laboratorium im Department of Genetics der 
University of Wisconsin in Madison, Wis.,U.8.A., ihm und Frau Dr. EsTHER 
M. LeperBerG fiir unermiidliche Hilfsbereitschaft und nachhaltige Férderung 
meiner Arbeit. 

Die Deutsche Forschungsgemeinschaft gewahrte die Mittel fiir einen einjihrigen 
Forschungsaufenthalt in den USA und unterstiitzte die Arbeit auch weiterhin. Es 
ist mir eine angenehme Pflicht, hierfiir zu danken. 
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Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Gottingen 


Uber die Verbreitung niederer Phycomyceten 
in Béden aus verschiedenen Hoéhenstufen der Alpen und an 
einigen Standorten subtropischer und tropischer Gebirge* 


Von 
INGETRAUD PERSIEL 


Mit 1 Textabbildung 
(Eingegangen am 14. April 1960) 


Im Géttinger Pflanzenphysiologischen Institut sind zahlreiche Boden- 
proben aus verschiedenen Erdteilen und Klimazonen auf ihren Gehalt an 
niederen Phycomyceten untersucht worden (SORGEL 1942; HaRDER 1948, 
1954; Remy 1950; Rerpotpr 1951; GAERTNER 1955,; HARDER u. 
UEBELMESSER 1955, 1957; ScHoxz 1958; HARDER u. GaALLwitz-UEBEL- 
MESSER 1959). Arktische Boden erwiesen sich dabei als besonders diinn 
besiedelt und artenarm. Da die klimatischen, edaphischen und biotischen 
Bedingungen im hohen Norden in vieler Hinsicht denen im Hochgebirge 
ahneln, schien es lohnend, die Phycomycetenflora der einzelnen Héhen- 
stufen der Alpen zu untersuchen. 


Gelegentlich sind zwar schon niedere Phycomyceten in der Kryovegetation 
(A. Braun 1856; KoBAYASHI u. Fuxusnima 1952) und in Hochgebirgserden fest- 
gestellt worden (S6rGEL 1942; SHanor 1942, 1944), systematische Untersuchungen 
im Gebirge beschaftigten sich aber hauptsachlich mit der Verbreitung der Sapro- 
legniales (HARVEY 1942; altere Literatur bei TIESENHAUSEN 1912). Nur BREIDING 
(1951, nicht publiziert, vel. Harper 1954) hat auch einfacher organisierte Formen, 
besonders Gattungen der Chytridiales, erfaBt. 

In der nachstehenden Arbeit sind 150 Bodenproben aus verschiedenen Héhen- 
stufen der Alpen, von 1340 m bis 4500 m ii.M., auf ihren Gehalt an niederen 
Phycomyceten untersucht worden (Tiroler Alpen 109; Wettersteingebirge und 
Karwendel 16; Walliser Alpen 20; Dachstein 5). Zum Vergleich wurden noch 
9 Flachlandproben aus der Umgebung Géttingens, 40 Erden aus subtropischen und 
tropischen Gebirgen (Karakorum u. Himalaya 15; Pichincha-Rucu/Ecuador 13; 
Zentral- u. Ostkordillere Columbiens 6; Hochland Athiopiens 6) und eine Probe 
vom Ufer des Rio Magdalena (Columbien) herangezogen. 


Methode 


Die Bodenproben wurden am Standort in luftdicht verschlieBbare, sterile 
Aluminiumdosen gefiillt! und nach ihrer Ankunft in Gottingen in einem Kiithlraum 
bei 2—4°C aufbewahrt?. 

* Dissertation der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat in Gottingen. 
1Zahlreiche Sammler des In- und Auslandes haben Material herbeigeschafft. 
Thnen allen sei fiir ihre Freundlichkeit auch an dieser Stelle herzlich gedankt. 

2Die vor 1954 eingesammelten Proben wurden bis zum Friihjahr 1954 bei 

Zimmertemperatur gelagert. 
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Zur Ermittlung des Pilzgehaltes einer Probe wurden rund 3 cm® Erde gleich- 
maBig auf zwei Petrischalen verteilt und in sterilisiertem Quellwasser’ auf- 
geschwemmt. Der einen Schale wurde steriler Pinus-Pollen, der anderen die iibliche 
Kédermischung zugefiigt (Strohstiickchen, gereinigtes Krabbenchitin, Haare usw. ; 
vgl. GAERTNER 1955,; Harper u. GaLLwirz-UEBELMESSER 1959). Der aus zwei 
Schalen bestehende ,,Ansatz‘‘ wurde fiir jede Probe 10 mal oder, falls nicht geniigend 
Erde vorhanden war, 5mal wiederholt. Die Schalen standen im dunklen Thermo- 
staten bei 22 + 1°C2. Die Kéder wurden innerhalb von 4 Wochen viermal mikro- 
skopisch auf Pilzbefall gepriift. 


Die Pilze wurden in Einsporangienkulturen (GAERTNER 1955,), im Hange- 
tropfen und nach Méglichkeit auch in Reinkulturen (Coucn 1939, GAERTNER 19554) 
langere Zeit beobachtet und nach Sparrow (1943), Karine (1942) und der 
Originalliteratur bestimmt. LEinige Chytridineen, hauptsachlich chitinophile 
Arten, die sich in Quellwasser schlecht entwickelten, gediehen gut in ,,charcoal- 
water‘ (1 g Kohlegranulat [Merck] auf 11 aqua dest.; Coucn 1939). Als giinstig 
erwies sich oft auch ein Zusatz von Erd- oder Hanfdekokt zu der Kulturfliissigkeit. 


Ergebnisse 


I. Pilzliste und allgemeine Héufigkeit der Arten 


Tabelle 1. Aufzdhlung der gefundenen Phycomyceten in systematischer Anordnung 


Die Arten sind durch Kursivziffern von 1—66 durchnummeriert. Hinter dem 
Art- oder Gruppennamen sind das Fundgebiet und die Héhenstufe angegeben 
(rémische Ziffern I—X1)*. Die folgenden halbfetten Zahlen bezeichnen die Biotope* 
der Fundorte und schlieBlich die einfachen arabischen Ziffern die Zahl der Proben, in 
denen der Pilz vorkam. Pilze, die sich morphologisch nur geringfiigig von bereits 
beschriebenen Arten oder durch ihre saprophytische Lebensweise von bekannten 
Algen- oder Pilzparasiten unterscheiden, sind durch ein cf. vor dem Artnamen 
gekennzeichnet. 


CHYTRIDIALES 


Olpidiaceae. 1.Olpidium sp. unbest. (1 Art); Alpen IV; 6; 1. 2.Pleotrachelus 
sp. K*®; Karakorum VIII; 1; 1. 3.Rozella sp. unbest. (1 Art); Alpen ITI, [V;1,2; 2. 

Phlyctidiaceae. 4.Rhizophydium halophilum Uebelmesser; Géttingen I; 1; 
1. 5.Rh. keratinophilum Karling; Gottingen I; 1; 2. Alpen III, 1V;1—38; 7. 6.Rh. 
cf. melosirae Friedmann; Alpen V, 1X; 5,11;3. 7.Rh. patellarium Scholz; Gdttingen 
I; 1,4; 7. Alpen ITI—V; 1—4, 11; 12. Columbien V; 17; 1. 8.Rh. racemosum 
Gaertner; Columbien I; 9; 1. 9.Rh.cf. sphaerocarpum (Zopf) Fischer; Alpen III, V; 
4,14; 3. 10.Rh. sphaerotheca Zopt; Alpen III, IV; 1, 6; 3. Karakorum IX; 4; 1, 
Keuador VIII; 1, 15, 16; 5. 11. Rh. pythii de Wildeman; Gottingen I; 1; 1. Alpen 
IV; 8,9; 5. 12.Rh. cf. bullatum Sparrow; Alpen IV, V; 5; 3. Ecuador IX, X; 16, 
17; 2. 13.Rh. sp. a5; Alpen III—V; 1—3; 8. 14.Rh. sp. 6°; Gottingen I; 1; 1, 
Alpen IV, V; 2, 8, 17; 6. Karakorum VIII; 1; 1. Ecuador VIII; 16; 2. 15.Rh. Sp, 
c°; Keuador IX; 2; 1. 16.Rh. sp. unbest. (mind. 2 Arten); Alpen IV—VII; 10, 


'Weender Quelle bei Gottingen; pq 7,4. Einige Angaben iiber Ionengehalt bei 
ScHouz (1958). 

* Kinige Proben wurden auferdem bei niedrigeren Temperaturen angesetzt. 

3 Siehe S. 261. 

4Vgl. Tab.6, S. 272. 

5 Beschreibung bei Pmrstex (1960). 
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4Vgl. Tab.6, S. 272. 

5 Beschreibung bei PmrRstEL (1960). 
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17. Blyttiomyces sp. H181; Ecuador VIII, 1X; 16; 3. 18.Phlyctochytrium irregulare 
Koch; Gottingen I; 1, 9; 3. Alpen IV; 2; 1. 19.Ph. cf. lippsii Lohman; Alpen 
IV—VI; 2, 4, 8, 17; 5. 20.Ph. cf. palustre Gaertner; Alpen II; 1, 4; 3. Ecuador 
VIII; 1, 15, 16; 4. 27.Ph. reinboldtae Persiel?; Gottingen I; 1; 3. Alpen Vi 
1, 3, 5, 11, 18; 11. 22.Ph. cf. synchytrit Kohler; Alpen IIT; 4; 1. DOSES ON as 
Gottingen I; 4; 1. Alpen III; 1,3; 4. 24.Ph. sp. 21; Gottingen I; 1; 1. Alpen ITI, 
V;4,11, 18; 12. Karakorum VIII, IX, XI; 4,11,12;3. 25.Ph.sp. unbest. (2 Arten) ; 
Alpen IV, VII; 2. 26.Entophlyctis cf. bulligera (Zopf) Fischer; Gottingen I; 1, 9,; 
4. Alpen III—V, VII, 1X; 1, 5, 11, 18;8. 27.Phlyctidiaceae unbest. (mind.4 Arten) ; 
Gottingen I; 2. Alpen ITI-V, VII; 4. Karakorum VIIT; 1. 

Rhizidiaceae. 28.Rhizidium ramosum Sparrow; Alpen IV; 6; 1. 29.Rhizo- 
phlyctis sp. C11; Columbien IV;1;1. 30.Rh. sp. N331; Alpen IV; 9; 2. 31.Rh. 
sp. H11; Ecuador VIII; 15; 1. 32. Rh. sp. keratinophilt; Alpen III, V: EWR eis 
33.Karlingia asterocysta Karling; Gottingen I; 9; 1. 34.K. chitinophila Karling ; 
Gottingen I; 9; 1. 35.K. rosea (de Bary u. Woronin) Johanson; Gottingen I; 1, 4, 9; 
4, Alpen ITI—VII, IX; 1—6, 8—18; 74. Karakorum und Himalaya VillI—x; 1, 
A, 6,17; 5. Ecuador und Columbien TAV, V, VII—X31, 9, 15, 16, 17; 18.Athiopien 
VI, VII; 2,7; 5. 36.Phlyctorhiza variabilis Karling; Gottingen I; 1; 1. Alpen IIT, 
2; 1. Columbien und Ecuador We VI EL 3:2: 

Cladochytriaceae. 37.Cladochytrium hyalinum Berdan; Alpen IV; 9; 2. 38.Cl. 
replicatum Karling; Alpen IV; 9; 1. 

Chytridiaceae. 39.Chytridium sp. 23071; Alpen VII, VIII; 11, 12; 4. 40.Ch. 
sp. N11; Alpen IV, V;6,17;2. 41.Ch. sp. 15331; Alpen Ill, IV; 1, 3, 8;3. 42.Ch. 
sp. unbest. (1 Art); Alpen IV, VI; 9, 10; 2. 43.Chytriomyces mammilifer n. sp.t; 
Ecuador VIII; 1,15,16; 5. 44.Ch. mortierellae n.sp.1; Alpen VII; 17; 1. 
45.Ch. reticulatus n. sp.1; Godttingen I; 1;1. Alpen IV;1;1. 46.Ch. vallesiacus n. 
sp.t; Alpen IX; 11; 1. 47.Ch. cf. hyalinus Karling?; Alpen IV; 9; 3. 48 .Ca- 
tenochytridium carolineanum Berdan; Alpen IV; 9; 1. 

Megachytriaceae. 19. Nowakowskiella elegans (Nowak.) Schroeter; Alpen 
IlI—V; 1—4, 9, 11, 14; 10. 50.N. profusa Karling; Géttingen I; 9; 1. Alpen ITT, 
IV; 1—8, 9; 8. Ecuador VII; 16;1. 51.N.ramosa Butler; Gottingen 1; 9; 1. 52.N., 
sp. unbest. (1 Art); Alpen IV; 9; 3. 

53.Chytridiales sp. unbest. (mindest. 11 Arten); Alpen III—IX; 20. Ecuador 
VIII, X; 2. Athiopien VIT; 1. 


ANISOCHYTRIDIALES* 

Rhizidiomycetaceae. 54.Rhizidiomyces apophysatus Zopf; Alpen IV; 9; 2. 
55.Rh. sp. unbest. (1 Art); Alpen IV; 8s 1: 

Hyphochytriaceae. 56.Hyphochytrium sp. H 28"; Gottingen I; 1, 4; 4. Alpen 
TII—VII; 1—4, 8, 10—14, 17; 57. Karakorum und Himalaya VilI—XI; Th a iy, 
14; 6. Columbien und Ecuador I, IV, VIII, X; 1, 9, 15, 16, 17; 10. Athiopien Vie 
Wille 2507 35: 


BLASTOCLADIALES 
Blastocladiaceae. 57.Blastocladiella sp. unbest. (1 Art); Alpen IV—VI; 1, 2, 
10, 12; 5. 58.Allomyces arbusculus B. J. Butler; Gottingen Wouke ile 


1 Beschreibung bei PersrEx (1960). 

2 PERSIEL 1959. 

3 Bine sichere Bestimmung war nicht méglich, da sich keine Dauersporen ent- 
wickelten. Die schliipfenden Zoosporen waren zwar immer von einer Schleimhiille 
umgeben, eine echte Schwirmblase bildete sich jedoch nicht. 

4 Karuine 1943. 
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MONOBLEPHARIDALES 

Monoblepharidaceae. 59.Monoblepharis sp. E 51; Ecuador VIII; 16; 2. 
60.M. sp. unbest. (1 Art); Athiopien VII; 7; 1. 
SAPROLEGNIALES 

Saprolegniaceae wurden nicht beriicksichtigt, ausgenommen 61 -Leptolegniella 
keratinophilum Huneycutt; Alpen III; 1,2; 3. 62.unbest. keratinophile Art; 
Ecuador VIII, 1, 16; 2. 
LAGENIDIALES 

Olpidiopsidaceae. 63.Olpidiopsis gracile (Butler) Karling; Alpen II, V, VI; 
1, 4, 12,17; 4. 64.0. sp. unbest. (1 Art); Alpen IV; 1; 2. 
PLASMODIOPHORALES 

Plasmodiophoraceae. 65.Octomyxa sp. unbest. (1 Art); Athiopien VII; 7; 1. 
66.Woronina pythit Goldie-Smith; Alpen IV; 1—4; 4. 
PERONOSPORALES 

Pythiaceae. Pythium, Arten wurden nicht bestimmt. 


ZY GOMYCETALES 
Mucoraceae, nicht naher bestimmt. 


Die Zusammenstellung in Tab. 1 zeigt, daB von den 46 auf die Alpen 
(150 Proben) entfallenden gut unterscheidbaren Arten (15 Formen konn- 
ten nicht sicher eingeordnet werden) nur Karlingia rosea (Nr. 35) und 
Hyphochytrium sp. H 28 (Nr. 56) haufig (namlich 74mal und 57 mal) vor- 
kamen. Die Gruppe der im Untersuchungsgebiet seltenen Phycomyceten 
wurde von Rhizophydium patellarium Scholz (Nr. 7) und Phlyctochytrium 
sp. 2 (Nr. 24) angefiihrt, die beide in 12 Proben gefunden wurden; es 
folgten Phlyctochytrium reinboldtae (Nr. 21) (11mal), Nowakowskiella 
elegans (Nr. 49) (10mal), Rhizophydium sp. a (Nr. 13), Entophlyctis cf. 
bulligera (Nr. 26), Nowakowskiella profusa (Nr. 50), (je Smal), Rhizo- 
phydium keratinophilum (Nr. 5) (7mal), Rhizophydium sp. b (Nr. 14) 
(6mal), Rhizophydium pythii (Nr. 11) und Blastocladiella sp. (Nr. 57) 
(je 5mal). 4 der restlichen 33 Arten (némlich Nr. 23, 39, 63 und 66) wur- 
den 4mal, 10 (Nr. 6, 9, 10, 12, 20, 32, 41, 47, 52 und 61) je 3mal, 7 (Nr. 3, 
30, 37, 40, 42, 54 und 64) je 2mal und 11 (Nr. J, 18, 22, 28, 36, 38, 44, 45, 
46, 48 und 55) nur je 1mal gefunden. 

Auch in den iibrigen Hochgebirgen zihlten Karlingia rosea und 
Hyphochytrium sp. H 28 zu den hiufigeren Pilzen. Karlingia rosea - 
(Hyphochytrium sp. H 28) wurde aus 5 (6) der 15 Proben aus dem 
Karakorum-Himalaya und aus 22 (14) der 40 Erden aus tropischen 
Gebirgen herausgekédert. Auf die beiden Arten folgten im Karakorum- 
Himalaya Nr. 24 (3mal), Nr. 2, 10, 14 (je 1mal); in den tropischen 
Gebirgen Nr. /0 und 43 (je 5mal), Nr. 20 (4mal), Nr. 17 (3mal), Nr. 12 
14, 36, 59 und 62 (je 2mal), Nr. 7, 15, 29, 31, 50, 60 und 65 (je 1 mal). 


1 Beschreibung bei Prrsren (1960). 
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17. Blyttiomyces sp. H181; Ecuador VIII, 1X; 16; 3. 18.Phlyctochytrium irregulare 
Koch; Gottingen I; 1, 9; 3. Alpen IV; 2; 1. 19.Ph. cf. lippsii Lohman; Alpen 
IV—VI; 2, 4, 8,17; 5. 20.Ph. cf. palustre Gaertner; Alpen IIT; 1, 4; 3. Ecuador 
VIII; 1, 15, 16; 4. 27.Ph. reinboldtae Persiel?; Gottingen I; 1; 3. Alpen WI—V; 
1, 3, 5, 11, 18; 11. 22.Ph. cf. synchytrit Kohler; Alpen III; 4; 1. 23.Ph. sp. 1*; 
Gottingen I; 4; 1. Alpen II]; 1,3; 4. 24.Ph. sp. 21; Gottingen I; 1; 1. Alpen ITT, 
V;4, 11,18; 12. Karakorum VIII, IX, XI; 4, 11,12; 3. 25.Ph.sp. unbest. (2 Arten); 
Alpen IV, VII; 2. 26.Hntophlyctis ef. bulligera (Zopt) Fischer; Gottingen I; 1, 9,; 
4, Alpen III—V, VII, IX; 1, 5, 11, 18; 8. 27.Phlyctidiaceae unbest. (mind. 4 Arten) ; 
Géttingen I; 2. Alpen III-V, VII; 4. Karakorum VIII; 1. 

Rhizidiaceae. 28.Rhizidium ramosum Sparrow; Alpen IV; 6; 1. 29.Rhizo- 
phlyctis sp. C111; Columbien IV;1;1. 30.Rh. sp. N331; Alpen IV; 9; 2. 31.Rh. 
sp. H11; Ecuador VIII; 15; 1. 32. Rh. sp. keratinophil!; Alpen III, V; 1, 2; 3. 
33.Karlingia asterocysta Karling; Gottingen 1; 9; 1. 34.K. chitinophila Karling ; 
Gottingen I; 9; 1. 35.K. rosea (de Bary u. Woronin) Johanson; Géttingen I; 1, 4, 9; 
4, Alpen III—VII, IX; 1—6, 8—18; 74. Karakorum und Himalaya VIII—X; 1, 
A, 6,17; 5. Ecuador und Columbien I, IV, V, VII—-X;1, 9, 15, 16, 17; 18. Athiopien 
VI, VII; 2, 7; 5. 36.Phlyctorhiza variabilis Karling ; Gottingen I; 1; 1. Alpen ITI, 
2; 1. Columbien und Ecuador V, AWAD oa We Wr ee 

Cladochytriaceae. 37.Cladochytrium hyalinum Berdan; Alpen IV; 9; 2. 38.Cl. 
replicatum Karling; Alpen IV; 9; 1. 

Chytridiaceae. 39.Chytridium sp. 23071; Alpen VII, VIII; 11, 12; 4. 40.Ch. 
sp. N11; Alpen IV, V; 6, 17; 2. 41.Ch. sp. 15331; Alpen ITI, IV; 1, 8, 8; 3. 42.Ch. 
sp. unbest. (1 Art); Alpen IV, VI; 9, 10; 2. 43.Chytriomyces mammilifer n. sp.*; 
Ecuador VIII; 1,15,16; 5. 44.Ch. mortierellae n.sp.4; Alpen VII; 17; 1. 
45.Ch. reticulatus n. sp.1; Gottingen I; 1; 1. Alpen IV; 1; 1. 46.Ch. vallesiacus n. 
sp.1; Alpen IX; 11; 1. 47.Ch. cf. hyalinus Karling?; Alpen IV; 9; 3. 48.Ca- 
tenochytridiwm carolineanum Berdan; Alpen IV; 9; 1. 

Megachytriaceae. 49.N owakowskiella elegans (Nowak.) Schroeter; Alpen 
TII—V; 1—4, 9, 11, 14; 10. 50.N. profusa Karling; Gottingen I; 9; 1. Alpen ITI, 
IV; 1—3, 9; 8. Ecuador VIII; 16; 1. §1.N.ramosa Butler; Gottingen 1; 9; 1. 52.N., 
sp. unbest. (1 Art); Alpen IV; 9; 3. 

53.Chytridiales sp. unbest.' (mindest. 11 Arten); Alpen III—IX; 20. Ecuador 
VIII, X; 2. Athiopien VIT; 1. 


ANISOCHYTRIDIALES* 

Rhizidiomycetaceae. 54, Rhizidiomyces apophysatus Zopf; Alpen IV; 9; 2. 
55.Rh. sp. unbest. (1 Art); Alpen IV; 8; 1. 

Hyphochytriaceae. 56.Hyphochytrium sp. H 28°; Gottingen I; 1, 4; 4. Alpen 
TII—VII; 1—4, 8, 10—14, 17; 57. Karakorum und Himalaya VITI—XT; Ue 2h iil 
14; 6. Columbien und Ecuador I, IV, VIII, X; 1, 9, 15, 16, 17; 10. Athiopien VI, 
Wall 2sesis 


BLASTOCLADIALES 


Blastocladiaceae. 57.Blastocladiella sp. unbest. (1 Art); Alpen IV—VI; 1, 2, 
10, 12; 5. 58.Allomyces arbusculus E. J. Butler; Gottingen I; Ler: 


1 Beschreibung bei PerstEx (1960). 

2 PuRSIEL 1959. 

3 Kine sichere Bestimmung war nicht méglich, da sich keine Dauersporen ent- 
wickelten. Die schliipfenden Zoosporen waren zwar immer von einer Schleimhille 
umgeben, eine echte Schwarmblase bildete sich jedoch nicht. 

4 Karvine 1943. 
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MONOBLEPHARIDALES 

Monoblepharidaceae. 59.Monoblepharis sp. E51; Ecuador VIII; 165° 2. 
60.M. sp. unbest. (1 Art); Athiopien VII; 7; 1. 
SAPROLEGNIALES 

Saprolegniaceae wurden nicht beriicksichtigt, ausgenommen 61 -Leptolegniella 
keratinophilum Huneycutt; Alpen III; 1,2; 3. 62-unbest. keratinophile Art; 
Ecuador VIII, 1, 16; 2. 
LAGENIDIALES 

Olpidiopsidaceae. 63.Olpidiopsis gracile (Butler) Karling; Alpen III, V, VI; 
1, 4,12,17;4. 64.0. sp. unbest. (1 Art); Alpen IV; 1; 2. 
PLASMODIOPHORALES 

Plasmodiophoraceae. 65.Octomyxa sp. unbest. (1 Art); Athiopien VII; 7; 1. 
66.Woronina pythit Goldie-Smith; Alpen IV; 1—4; 4. 
PERONOSPORALES 

Pythiaceae. Pythium, Arten wurden nicht bestimmt. 


ZY GOMYCETALES 
Mucoraceae, nicht naher bestimmt. 


Die Zusammenstellung in Tab. 1 zeigt, daB von den 46 auf die Alpen 
(150 Proben) entfallenden gut unterscheidbaren Arten (15 Formen konn- 
ten nicht sicher eingeordnet werden) nur Karlingia rosea (Nr. 35) und 
Hyphochytrium sp. H 28 (Nr. 56) haufig (namlich 74mal und 57 mal) vor- 
kamen. Die Gruppe der im Untersuchungsgebiet seltenen Phycomyceten 
wurde von Rhizophydium patellarium Scholz (Nr. 7) und Phlyctochytrium 
sp. 2 (Nr. 24) angefiihrt, die beide in 12 Proben gefunden wurden; es 
folgten Phlyctochytrium reinboldtae (Nr. 21) (11mal), Nowakowskiella 
elegans (Nr. 49) (10mal), Rhizophydium sp.a (Nr. 13), Entophlyctis cf. 
bulligera (Nr. 26), Nowakowskiella profusa (Nr. 50), (je 8mal), Rhizo- 
phydium keratinophilum (Nr. 5) (7mal), Rhizophydium sp. b (Nr. 14) 
(6mal), Rhizophydium pythii (Nr. 11) und Blastocladiella sp. (Nr. 57) 
(je 5mal). 4 der restlichen 33 Arten (némlich Nr. 23, 39, 63 und 66) wur- 
den 4mal, 10 (Nr. 6, 9, 10, 12, 20, 32, 41, 47, 52 und 61) je 3mal, 7 (Nr. 3, 
30, 37, 40, 42, 54 und 64) je 2mal und 11 (Nr. 1, 18, 22, 28, 36, 38, 44, 45, 
46, 48 und 55) nur je 1mal gefunden. 

Auch in den iibrigen Hochgebirgen zahlten Karlingia rosea und 
Hyphochytrium sp. H 28 zu den hiiufigeren Pilzen. Karlingia rosea 
(Hyphochytrium sp. H 28) wurde aus 5 (6) der 15 Proben aus dem 
Karakorum-Himalaya und aus 22 (14) der 40 Erden aus tropischen 
Gebirgen herausgekédert. Auf die beiden Arten folgten im Karakorum- 
Himalaya Nr. 24 (3mal), Nr. 2, 10,14 (je 1mal); in den tropischen 
Gebirgen Nr. /0 und 43 (je 5mal), Nr. 20 (4mal), Nr. 17 (3mal), Nr. 12 
14, 36, 59 und 62 (je 2mal), Nr. 7, 15, 29, 31, 50, 60 und 65 (je 1mal). 


' Beschreibung bei PrrRsrEn (1960). 
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In 7 der 9 Géttinger Proben kam Rhizophydium patellarium (Nr. 7) 
vor; Karlingia rosea, Hyphochytrium H 28 und Entophlyctis cf. bulligera 
(Nr. 26) wurden jeweils in 4 Proben festgestellt. Je 3mal wurden Nr. 18 
und 21 gefunden, je 1mal Nr. 4, 11, 14, 23, 24, 33, 34, 36, 45, 50,51 und 38. 


II. Die Verteilung der Pilze auf die Héhenstufen 


1. Die Verbreitung der Gattungen und einiger Pilzgruppen in 
verschiedener Hohe iiber dem Meeresspiegel 


Die Grenzen der Hohenstufen wurden willkiirlich folgendermafen festgelegt: 


Stufe I: von 0 bis zu 500 m ii.M., Stufe II: iiber 500—1000 m ii.M., Stufe IIT: 
iiber 1000—1500 m ii.M., Stufe IV: iiber 1500—2000 m ii.M., Stufe V: tiber 2000 
bis 2500 m ii. M., Stufe VI: iiber 2500—3000 m ti. M., Stufe VII: uber 3000 —3500 m 
ii.M., Stufe VIII: iiber 3500—4000 m ti.M., Stufe IX: titber 4000—4500 m t.M., 
Stufe X: iiber 4500—5000 m ii. M., Stufe XT: iiber 5000 —5500 m ui. M. 

Septierte und unseptierte Hyphen kamen unabhangig von der Héhenlage in fast 
allen Proben der GemaBigten Zone vor, Actinomyceten in rund 55°/, der Erden. 
Jedoch waren unseptierte Hyphen in den subtropischen und tropischen Béden, 
Actinomyceten in tropischen Erden nicht so haufig wie Karlingia. Die Gruppe der 
unseptierten Hyphen umfait Zygomyceten — die in allen Zonen den Hauptanteil 
stellten und meistens durch die Gattung Mortierella vertreten waren — Pythiaceae, 
Saprolegniaceae und unbestimmte Kiimmerformen. Zygomyceten kamen in den 
tropischen Béden in Héhen tiber 4000 bis zu 5000 m nur in knapp 47°/) der Erden 
vor; fiir die Héhenstufen IV bis VII ergab sich eine relative Haufigkeit dieser Pilze 
von 1009/,. GAERTNER (1955 ,) fand in Aquatorial-Ostafrika Mucorineen in 33°/,) der 
Erden, Pythiaceen dagegen in 86°/). Ein ahnliches Verhaltnis erhielt SORGEL (1942) 
fiir Westindien; hier erreichten allerdings die Mucorineen in der Hohenstufe 1501 
bis 2200 m 90°/, relative Haufigkeit. In der GemaBigten Zone waren Mucorineen 
vom Flachland (Remy 1950) bis zu 4000 m Héhe gleichmaBig in 80—90°/, der 
Proben vorhanden. 

In Abb.1 ist die Verteilung einiger Gattungen der niederen Phycomy- 
ceten auf die Hohenstufen IIT bis VIII (iiber 1000 bis zu 4000 m) der 
Alpen dargestellt. Ihre Haufigkeit nimmt im allgemeinen mit zunehmen- 
der Hohe iiber dem Meeresspiegel eindeutig ab. 

Ausnahmen bei den selteneren Gattungen besagen kaum etwas, und Unregel- 
maBigkeiten im Einzelnen, z.B. Verbreitungsliicken, diirften verschwinden, wenn 
die Zahl der Proben wesentlich erhéht wiirde; sie sind auch schon deshalb nicht 
verwunderlich, weil bei der Stufeneinteilung nur die Héhe iiber dem Meeres- 
spiegel, aber nicht die dkologische Gunst oder Ungunst der einzelnen Standorte 
beriicksichtigt werden konnte. 

Sicher ist aber keine der 11 Gattungen auf eine bestimmte Héhenzone 
beschrankt. 

Der Lebensraum fiir Rhizophydium, Phlyctochytrium und Nowakows- 
hiella scheint mit zunehmender Hohe weit starker eingeengt zu werden 
als fiir Karlingia. Die in der Abb. 1 angegebenen Prozentzahlen sind 
zwar mit mehr oder weniger groBen Fehlern behaftet, doch hat auch 
schon Brermine (1951) gefunden, daB Karlingia gleichmaBig tiber 
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3 Hohenstufen von 1000—2650m iiber dem Meeresspiegel (Stufe I: 
1000—1500 m, Stufe IT: 1500—2200 m, Stufe IIT: 2200—2650 m) ver- 
teilt war (Vorkommen in 55—57°/, der Proben), wahrend Phlycto- 
chytrium und Nowakowskiella schon oberhalb 1500 m merklich seltener 
wurden (relative Haufigkeiten von Phlyctochytrium in den 3 Stufen: 
61 /,, 36/5, 19°/,; von Nowakowskiella 45/5, 5°/o, 6 °/). 
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Abb.1. Verteilung einiger Gattungen auf die Héhenstufen der Alpen. Die Hohe der Siulen besagt> 
in wieviel Prozent der Proben einer Héhenstufe die Gattungen vorkamen 


Alle Gattungen auBer Phlyctochytrium waren in den unteren Héhen- 
stufen bis zu 2000 m durchaus nicht weniger verbreitet als an bisher 
untersuchten Standorten des Flachlandes in Deutschland und Afrika 
(Remy 1950; GAERTNER 1955,). Einige Beispiele mégen hier geniigen: 
Karlingia, die in 81°/, der deutschen und 76 °/, der afrikanischen Flach- 
landproben gefunden wurde, kam noch in 67°/, der Erden aus Héhen 
zwischen 1000 und 2000 m iiber dem Meeresspiegel vor. Rhizophydiwm 
war in dieser Héhenzone an 74°/, der Standorte vorhanden und konnte 
von REMY aus 65°/), von GAERTNER aus 82°/, der untersuchten Proben 
isoliert werden. Nowakowskiella erreichte 42°/, relative Haufigkeit in 
Hohen zwischen 1000 und 2000 m, 45°/, im Flachland Deutschlands und 
7°/, im afrikanischen Flachland. 


2. Verteilung der Arten auf die Héhenstufen 


Die meisten Arten stiegen in den Alpen nicht iiber 2500 m (Héhen- 
stufe V) (Tab. 1). Kin groBer Teil der oberhalb von 2500 m nicht mehr 
gefundenen Arten ist aber bereits in den unteren Stufen so selten, daB 
ihre Verbreitungsgrenze bei der verhaltnismaBig geringen Zahl der unter- 
suchten Proben keineswegs sicher festzustellen war. Vier Arten wurden 
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In 7 der 9 Go6ttinger Proben kam Rhizophydium patellarium (Nr. 7) 
vor; Karlingia rosea, Hyphochytrium H 28 und Entophlyctis cf. bulligera 
(Nr. 26) wurden jeweils in 4 Proben festgestellt. Je 3mal wurden Nr. 18 
und 21 gefunden, je 1 mal Nr. 4, 11, 14, 23, 24, 33, 34, 36,45, 50,51 und 58. 


II. Die Verteilung der Pilze auf die Héhenstufen 


1. Die Verbreitung der Gattungen und einiger Pilzgruppen in 
verschiedener Hohe iiber dem Meeresspiegel 


Die Grenzen der Hohenstufen wurden willkiirlich folgendermaBen festgelegt: 


Stufe I: von 0 bis zu 500 m ii.M., Stufe II: itiber 500—1000 m ti. M., Stufe IIT: 
iiber 1000—1500 m ti.M., Stufe IV: iiber 1500—2000 m i.M., Stufe V: iiber 2000 
bis 2500 m ii. M., Stufe VI: iiber 2500—3000 m ii. M., Stufe VIT: tiber 3000 —3500 m 
ii.M., Stufe VIII: iiber 3500—4000 m ii.M., Stufe IX: iiber 4000—4500 m u.M., 
Stufe X: iiber 4500—5000 m ii. M., Stufe XT: iiber 5000—5500 m ii. M. 

Septierte und unseptierte Hyphen kamen unabhingig von der Hoéhenlage in fast 
allen Proben der GemaBigten Zone vor, Actinomyceten in rund 55°/) der Erden. 
Jedoch waren unseptierte Hyphen in den subtropischen und tropischen Béden, 
Actinomyceten in tropischen Erden nicht so haufig wie Karlingia. Die Gruppe der 
unseptierten Hyphen umfaBt Zygomyceten — die in allen Zonen den Hauptanteil 
stellten und meistens durch die Gattung Mortierella vertreten waren — Pythiaceae, 
Saprolegniaceae und unbestimmte Kiimmerformen. Zygomyceten kamen in den 
tropischen Béden in Héhen tiber 4000 bis zu 5000 m nur in knapp 47°/, der Erden 
vor; fiir die Héhenstufen IV bis VII ergab sich eine relative Haufigkeit dieser Pilze 
von 1009/,. GAERTNER (1955,) fand in Aquatorial-Ostafrika Mucorineen in 33°/jGer 
Erden, Pythiaceen dagegen in 86°/,. Ein ahnliches Verhaltnis erhielt SORGEL (1942) 
fiir Westindien; hier erreichten allerdings die Mucorineen in der Hohenstufe 1501 
bis 2200 m 90°/, relative Haufigkeit. In der GemaBigten Zone waren Mucorineen 
vom Flachland (Remy 1950) bis zu 4000 m Héhe gleichmaBig in 80—90°/, der 
Proben vorhanden. 


In Abb.1 ist die Verteilung einiger Gattungen der niederen Phycomy- 
ceten auf die Hohenstufen III bis VIII (iiber 1000 bis zu 4000 m) der 
Alpen dargestellt. Ihre Haufigkeit nimmt im allgemeinen mit zunehmen- 
der Héhe iiber dem Meeresspiegel eindeutig ab. 

Ausnahmen bei den selteneren Gattungen besagen kaum etwas, und Unregel- 
maBigkeiten im Einzelnen, z.B. Verbreitungsliicken, diirften verschwinden, wenn 
die Zahl der Proben wesentlich erhéht wiirde; sie sind auch schon deshalb nicht 
verwunderlich, weil bei der Stufeneinteilung nur die Héhe iiber dem Meeres- 
spiegel, aber nicht die dkologische Gunst oder Ungunst der einzelnen Standorte 
beriicksichtigt werden konnte. 

Sicher ist aber keine der 11 Gattungen auf eine bestimmte Hohenzone 
beschrankt. 

Der Lebensraum fiir Rhizophydium, Phlyctochytrium und N owakows- 
hiella scheint mit zunehmender Héhe weit starker eingeengt zu werden 
als fir Karlingia. Die in der Abb. 1 angegebenen Prozentzahlen sind 
zwar mit mehr oder weniger grofen Fehlern behaftet, doch hat auch 
schon Brermine (1951) gefunden, daB Karlingia gleichmaBig tiber 
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3 Hodhenstufen von 1000—2650m iiber dem Meeresspiegel (Stufe I: 
1000—1500 m, Stufe II: 1500—2200 m, Stufe IIT: 2200—2650 m) ver- 
teilt war (Vorkommen in 55—57°/, der Proben), wahrend Phlycto- 
chytrium und Nowakowskiella schon oberhalb 1500 m merklich seltener 
wurden (relative Haufigkeiten von Phlyctochytrium in den 3 Stufen: 
61 /,, 36/5, 19°/); von Nowakowskiella 45 °/5, 5°/o, 6 °/o). 
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Abb.1. Verteilung einiger Gattungen auf die Héhenstufen der Alpen. Die Hohe der Siulen besagt> 
in wieviel Prozent der Proben einer Hiéhenstufe die Gattungen vorkamen 


Alle Gattungen auBer Phlyctochytrium waren in den unteren Héhen- 
stufen bis zu 2000 m durchaus nicht weniger verbreitet als an bisher 
untersuchten Standorten des Flachlandes in Deutschland und Afrika 
(Remy 1950; GAERTNER 1955,). Einige Beispiele mégen hier geniigen: 
Karlingia, die in 81°/, der deutschen und 76°/, der afrikanischen Flach- 
landproben gefunden wurde, kam noch in 67°/, der Erden aus Héhen 
zwischen 1000 und 2000 m iiber dem Meeresspiegel vor. Rhizophydium 
war in dieser Héhenzone an 74°/, der Standorte vorhanden und konnte 
von REmy aus 65°/,, von GAERTNER aus 82°/, der untersuchten Proben 
isoliert werden. Nowakowskiella erreichte 42°/, relative Haufigkeit in 
Hohen zwischen 1000 und 2000 m, 45°/, im Flachland Deutschlands und 
7°/, im afrikanischen Flachland. 


2. Verteilung der Arten auf die Héhenstufen 


Die meisten Arten stiegen in den Alpen nicht iiber 2500 m (Hoéhen- 
stufe V) (Tab. 1). Kin groBer Teil der oberhalb von 2500 m nicht mehr 
gefundenen Arten ist aber bereits in den unteren Stufen so selten, daB 
ihre Verbreitungsgrenze bei der verhaltnismaBig geringen Zahl der unter- 
suchten Proben keineswegs sicher festzustellen war. Vier Arten wurden 
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nur in Hohen oberhalb von 2500 m gefunden: Chytridium sp. 2307) in 
Stufe VII und VIII, Chytriomyces mortierellae n. sp. in Stufe VIT, 
Chytriomyces vallesiacus n. sp.+ in Stufe IX (4000—4500 m) und eine 
unbestimmte Chytridiale, die ahnliche Dauerorgane wie Rhizophydium 
racemosum Gaertner bildete, ebenfalls in Stufe IX. Rhizophydium halo- 
philum, Karlingia asterocysta, K. chitinophila, Nowakowskiella ramosa und. 
Allomyces arbusculus blieben auf das Flachland der GemaBigten Zone 
beschrankt. Phlyctorhiza variabilis und Leptolegniella keratinophilum 
kamen in den Alpen nur in stark gediingten Béden der Stufe III vor. 
Unter den letzteren 7 Arten sind mehrere Ernahrungs- und Wirkstoffspezialisten ; 
so bendtigt Allomyces z.B. Aneurin und Methionin (Quantz 1943; Yaw und 
Gurrer 1951; INGRAHAM u. EMERSON 1954;Macuiis 19531,2), Phlyctorhiza variabilis 
Biotin und Nicotinsaureamid (ROTHWELL 1956). Ob diesen und vielleicht auch an- 
deren Arten ihre besonderen Ernahrungsanspriiche eine Besiedlung der Hoch- 
gebirgserden erschweren oder unmdglich machen, mu dahingestellt bleiben. Wir 
wissen weder etwas tiber den Wuchsstoffgehalt der Gebirgsbéden, noch kennen wir 
die iibrigen Standortsfaktoren, die den Vitaminbedarf der Organismen beeinflussen 
kénnten; nach RopBins u. KAVANAGH (1938) hangt die Synthese des Thiamins bei 


Pythium butleri z.B. vom Salzgehalt des Mediums ab. (Weitere Beispiele geben 
LInyy u. Barnett 1951.) 


Tabelle 2. Relative Hdufigkeiten einiger Arten in verschiedener Meereshohe 
A in Prozent der Ansatze, B in Prozent der Proben 


Hohenstufe III IV Vv VI VIE | VIII—IxX 

ja ee ee 
A| 40 45 35 25 30 4 
Karlingia rosea B| 60 70 Bl 58 40 12 
A| 67 48 60 19 4 0 
Hyphochytrium sp. 128 Be 86 pees Vr" 68="Pes2 6 0 
Aa 69 iad li 0 0 0 
Rhizophydium patellarvum BI 70 17 3 0 0 0 
A 8 0 16 0 0 0 
Phlyctochytrium sp. 2 B| 20 0 27 0 0 0 
AS PeaG 5 5 0 0 0 
Phiyctochytrvwm reinboldtae B! 20 if 14 0 0 0 
P A| 16 6 4 0 0 0 
Nowakowskiella elegans B| 40 9 11 0 0 0 


Tab. 2 gibt einige Anhaltspunkte fiir die Schatzung der Siedlungs- 
dichte der haufigeren Arten in den Hohenstufen ITI—IX (1000 bis 
4500 m). Lediglich die beiden haufigsten Arten, Karlingia rosea und 
Hyphochytrium sp. H 28 waren durchgehend von Stufe I—VII (3500 m) 
vorhanden. Stufe IX erreichten auBer Karlingia rosea und den beiden 
oben schon genannten Arten nur noch Rhizophydium cf. melosirae und 


1 PeRsIEL 1960. 
2 Vgl. aber WILLOUCHBY 1958. 


Arch. Mikrobiol., Bd. 36 18 
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Entophlyctis cf. bulligera. Karlingia rosea ist nicht nur hinsichtlich seiner 
Ernahrungsanspriiche (STANTER 1942; QuaNnTz 1943; HAskINSu. WESTON 
1950) zum Ubiquisten gestempelt, sondern auch in einem weiten Tempe- 
ratur- und pq-Bereich wachstumsfahig (Haskins u. WEsTON 1950). In 
Stufe X (4500—5000m) des Karakorum-Himalaya und der Anden 
wurde dieser Pilz noch in einer von 3 untersuchten Proben bzw. in 5 von 
6 Proben gefunden. Hyphochytrium sp. H 28 scheint etwas anspruchs- 
voller zu sein. Es kam in Stufe VII der Alpen nur noch in 6 °/, der Proben 
vor, erreichte in den Anden aber wie Karlingia rosea Hohen iiber 4500 m. 
Die iibrigen Arten der Tab. 2 fanden schon in Héhen iiber 2500 m keine 
zusagenden Lebensbedingungen mehr. Die Haufigkeitswerte fielen z. B. 
fiir Rhizophydium patellarium von Stufe III zu IV bereits erheblich ab. 
Phlyctochytrium sp. 2 war in Stufe V (bis 2500 m) haufiger anzutreffen als 
in Stufe III, fehlte aber in Stufe IV; diese merkwiirdige Verbreitung des 
Pilzes laBt sich, falls sie nicht auf Zufall beruht, vielleicht erklaren, wenn 
man die unterschiedliche Verteilung der Biotope auf die Héhenstufen 
beriicksichtigt, soll aber erst bei der Besprechung der einzelnen Standorte 
erortert werden. Phlyctochytrium sp. 2 wurde je einmal in den Héhen- 
stufen VIII, [X und XI des Karakorum und Himalaya gefunden; wiirde 
man die Untersuchungen in den Alpen noch weiter ausdehnen, so lieBe 
sich die Art wohl zweifellos auch dort noch in Héhen iiber 2500 m nach- 
weisen. 


3. Artenzahl und Pilzdichte in den Héhenstufen 

In Tab. 3 ist die Zahl der in den einzelnen Héhenstufen der Alpen vor- 
kommenden Arten angefiihrt. Die Zahlen fiir Stufe I und III sind iiber- 
raschend niedrig; das diirfte seinen Grund hauptsachlich darin haben, 
daf} hier nur relativ wenige Proben und nur einige Biotope beriicksichtigt 
wurden. Die hohe Artenzahl (39) der Stufe IV (bis 2000 m) — die héchste 
Zahl iiberhaupt — erklart sich wohl zum Teil aus dem ziemlich hohen 
Anteil der Kulturbéden, die nach GAERTNER (1955,) in der GemaBigten 
und Arktischen Zone artenreich sind, sowie feuchter, nahrstoffreicher 
Standorte. Hinzu kommt eine gegeniiber Stufe ITI gréBere Mannigfaltig- 
keit der Biotope. Der Schlamm aus zwei Tiimpeln in 1840 und 1870 m 
Hohe (siehe Tab.4, Nr.25—28) beherbergte allein acht Arten!, die an 
keinem anderen Standort wieder gefunden wurden. 

Der Artenreichtum der Stufen VI—IX entspricht etwa demjenigen 
der alpinen Stufe in Schweden (GAERTNER 1955,). In Stufe III hatten 
8 von 10 Proben vier oder mehr Arten, in Stufe V waren es nur noch 
7 von 37, und in Stufe VI enthielten lediglich 2 Proben (von 31), und 
zwar Nr. 58 und 59 (Tab. 4) aus einem Schneetiilchen an einem SO-Hang 

' Rhizophlyctis sp. N 33, Cladochytrium hyalinum, Cl. replicatum, Chytriomyces 


hyalinus, Catenochytridium carolineanum, Nowakowskiella sp., Rhizidiomyces 
apophysatus und unbestimmte Phlyctidiacee. 
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4 bzw. 5 Arten. Der Boden der Schneetalchen ist relativ reich an Mineral- 
stoffen und Humus und kann sich im Sommer stark erwarmen (JENNY- 
Lirs 1948); diese Higenschaften mogen die Besiedlung mit Phycomyceten 
fordern, so daB die ungiinstigen Bedingungen — sehr kurze Vegetations- 
zeit, unter Umstanden starke oberflachliche Austrocknung im Sommer — 
wohl nicht so sehr ins Gewicht fallen. Hier gediehen sogar so seltene 
Arten wie Blastocladiella sp. In Stufe VI stieg der Anteil der Proben, die 
iiberhaupt keine niederen Phycomyceten enthielten, schlagartig an. 


Als MaB fiir die Dichte der Pilzbesiedlung hat SomrcEL 1942 den 
Quotienten Zahl der Pilzfunde/Zahl der Ansatze eingefiihrt; er ist in 
Tab.3 mit angegeben 


(,,Pilzdichte“‘). Die mitt- Tabelle 3 

lere Pilzdichte in den Artenzahl und Pilzdichte in den Héhenstufen der 
Stufen I—IV (2,8) ent- GemdpBigten Zone 

spricht etwa dem fiir E 

Afrika von GAERTNER 8 RS nu Pilzdichte ee 
(1955 ,) ermittelten eI 

Mrrcusconiidawertl tb) ie a OSL keh lon oe en an 
In den folgenden Stufen using end = ml 
sank die Pilzdichte auf ee 24 es i 
rund 53%), 25%, 14% Ahaha a re e 
(Stufe VIL und IX) bzw. Alpen VI 12 0,7 31 
8°/,2 (Stufe VIII) des VII 9 0,4 32 
Durchschnittswertes der VIIT 2+ 0,2+ 13 
Stufen I-IV ab. Auch 1x a ve 
BREIDING hat gefunden, 1 Unter Beriicksichtigung der Ansatze bei Tem- 


BeeuiePietauketert in homeon 22 & 

den Alpen von 1000 bis 

2650 m auf rund die Halfte zuriickging (HARDER 1954). Der Durch- 
schnittswert fiir die Stufen ITI—IX (1000—4500 m) lag etwa doppelt so 
hoch wie der Mittelwert fiir Schweden (GAERTNER 1955,). Auf 50 Ansatze 
aus Stufe VIII des Karakorum-Himalaya entfielen 41 Pilzfunde, also ver- 
haltnismaBig mehr als auf die Ansatze der Proben aus Stufe VI der 
Alpen (Dichte 0,7). Noch giinstiger ist das Verhaltnis bei den Proben aus 
Stufe VIL—X der tropischen Gebirge. Als besonders dicht besiedelt und 
artenreich erwiesen sich hier 5 Proben vom Pichincha-Rucu aus Stufe 
VILL mit 3,5 Pilzfunden je Ansatz gegeniiber 0,2 in den Alpen. 13 Arten 
konnten aus den 5 Proben herausgekédert werden, wahrend in den 
13 Proben aus Stufe VIII der Alpen nur 2 Arten vorkamen, und in 


1 Bin Vergleich mit den Angaben Remys (1950) fiir Deutschland und SOERGELS 
(1942) fiir tropische Gebirge ist nicht mdglich, da diese Autoren Pollen iiberhaupt 
nicht oder nicht in allen Ansatzen als Kéder verwandten. 

2 Unter Beriicksichtigung der Ansatze bei niederer Temperatur. 

ith: 
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Stufe VI der Alpen mufBten erst 31 Proben durchgemustert werden, ehe 
12 Arten gefunden waren. 


III. Die Verteilung der Pilze auf die einzelnen Standorte und 
auf verschiedene Biotope 
1. Alpen 


a) Artenbestand der einzelnen Proben. 


Um Platz zu sparen, soll der Versuch, Beziehungen zwischen einem 
Standort und seiner Pilzflora aufzufinden, auf eine Anzahl Tiroler 
Sammelstellen beschrankt werden! (Tab. 4). 


Tabelle 4. Die Tiroler Standorte und thre Pilze 


Die Sammelstellen sind laufend mit fetten Zahlen durchnumeriert; die kursiven 
Zahlen beziehen sich auf die Pilznummern in Tab.1;,,ohne** bedeutet, dai niedere 
Phycomyceten fehlten. Alle Proben — ausgenommen Nr. 87, Mitte Marz gesam- 
melt — wurden im August oder September (1952—1954) genommen. 


1—6. Terrasse von NéBlach bei Steinach, 1340 m. 1. Zweischiirige Fettwiese mit 
Trisetum flavescens, Pimpinella major, Carum carvi, Heracleum sphondyleum, Trifoliwm 
pratense u. a.; Probe unter Heraclewm entnommen; pr? 6,5: 56. 2. Ebenda, unter Pim- 
pinella major und Trifolium repens; py? 5,9: 23, 35, 50, 56. 3. Ebenda, feuchtere Stelle 
unter Cirsium oleraceum: py? 6,7: 49. 4. Haferfeld mit Raphanus raphanistrum, Viola 
tricolor; py? 6,0: 5, 7, 13, 23, 27, 35, 49, 63. 5. Gerstenfeld (Hordeum distichum) mit 
Raphanus raphan., Heracleum sphondyl., Sinapis alba: 5, 7, 10, 13, 20, 21, 23, 26, 32, 35, 
41, 50, 56, 61. 6. Kartoffelacker: 3, 5, 7, 10, 13, 20, 21, 23, 26, 32, 35, 50, 56, 61. 

7—10. Beim Gasthaus Touristenrast bei N6Slach, 1382 m. 7. Stark gediingte Liiger 
mit Urtica urens, U.dioica, Rumex alpinus und Chenopodium bonus henricus: 7, 35, 36, 
56, 61. 8—10. Kleiner Felskopf ca. 20 m hoch, nicht gediingt, nicht beweidet, nicht 
gemiaht, mit Poa alpina var. firmula, Laserpitium latifolium, Valeriana montana, Rosa 
alpina, Scabiosa columbaria, Juniperus communis, Melica nutans, Sesleria varia, Polygo- 
natum odoratum und P. verticillatum, Rubus saxatilis. 8. Felsband mit Polygonatum 
odoratum, P. verticillatum und Rubus saxatilis: 7, 9, 22, 24, 35, 53, 56. 9. Felsband mit 
Laserpitium latifolium und Poa nemoralis: 7,20, 49, 56. 10. Sesleria-Treppe: 7, 24, 49, 56, 
66. 

11—12. Beim kleinen Vermuntsee (Silvretta), 1725—1750 m. 11. Wurzelerde von 
Rhododendron ferruginewm: ,,ohne*‘. 12. etwa 200 m héher als 11, Erde von jungen Erlen- 
wurzeln abgekratzt: 10. 

13—16. Bei Heiligkreuz im Otztal, 1740 m. 18. Kartoffelacker: 5, 7, 21, 35, 50, 56, 
57, 64. 14. alte Miststelle neben 13: 3, 5, 7, 18, 50, 56, 66. 15. gediingte Mahwiese neben 13: 
21, 35, 56. 16. Gerstenfeld: 5, 7, 21, 35, 45, 50, 56, 64, 66. 

17—20. Alnus-viridis-Gebiisch am Ufer der Venter Ache im Otztal mit einigen Pinus 
cembra-Biumen; als Unterwuchs u.a. Rhododendron ferrugineum, Lonicera coerulea, 
Juniperus nana, Vaccinium myrtillus; 1860m. 17. unter Moosen: 25, 28, 35, 53. 18. unter 
Juniperus nana in 10 cm Tiefe: 7, 16, 35, 40. 19. unter dicker Rohhumusschicht in der 
Nihe einer Pinus cembra: ,,ohne“. 20. unter abgestorbenem Polster von Sempervivum 
arachnoideum in einer Spalte einer fast senkrechten Felswand: 16, 35, 53. 


' Interessenten kénnen Einsicht in das Originalexemplar der Dissertation er- 
halten, in dem alle Standorte mit ihrer Vegetation héherer Pflanzen und Flora 
niederer Phycomyceten angegeben sind. 

* Die po-Werte wurden in wif rigen Ausziigen mit der Einstab-Glaselektrode bei 
Zimmertemperatur auch von den iibrigen Proben ermittelt sind bei den folgenden 


Standorten aber aus Griinden, die sich aus Kapitel IV, S. 275, ergeben, nicht mehr mit 
angefiihrt. 
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Tabelle 4 (Fortsetzung) 


21—24, Dicht bewachsener Flu8schotter am Ufer der Venter Ache; 1860 m. 21. unter 
Hieracvwm staticifoliwm und Racomitrvwm canescens : 14, 19, 35, 56. 22. unter Parnassia 
palustris und Polytrichum: 11, 35, 41, 55, 56. 23. unter Satureja alpina und Flechten: 
14, 35, 56. 24. unter Biscutella laevigata und Flechten: 19, 35, 56. 


: 2526. Mudde aus einem Wiesentiimpel am Ufer der Venter Ache, ohne Algenwatten, 
mit Schachtelhalmen; 1840 m. 25. 11, 30, 37, 38, 47, 52, 54. 26. 11, 16, 27, 37, 47, 48, 52. 

27—28. kiesiger Boden mit reichlich Wurmkot vom Grunde eines sehr flachen, algen- 
reichen Tiimpels am Ufer der Venter Ache; 1870 m. 27. 11, 35, 49, 50, 52. 28. 11, 30, 35, 
42, 47, 49, 50, 53, 54. 

29—31. gediingte Mahwiese bei Vent im Otztal; 1900 m. 29. 5, 13, 35, 56. 30. 35, 41, 
56. 31. 7, 35, 56, 66. 

3237. Zirbenwald bei Obergurgl im Otztal iiber Biotit-Plagioklasgneis; 2000—2100m. 
82. Osthang, Vegetationsliicke mit Anflug von Staubflechten: 12, 21, 26. 83. Siidwest- 
hang, oberflachliche Erdschicht unter Calluna und Vaccinium myrtillus: ,,ohne“. 
34, wie 33. aber Erde aus 5—8 cm Tiefe: 6. 35. Gipfelregion; Vegetationsliicke zwischen 
Calluna und Juniperus nana, oberflichliche Erdschicht: 27, 35. 36. oberflachliche Erd- 
schicht unter Zirbe mit Sempervivuwm montanum ; 12, 21, 35. 87. wie 36. aber Erde aus 
5 cm Tiefe, direkt iiber dem anstehenden Fels: 12, 39. 

38. Peilstein oberhalb Obergurg] im Otztal, Osthang 2100 m, tiber Biotit-Plagio- 
klasgneis; alpine Wiese mit V accinium uliginosum, Gymnadenia conopea, Nigritella 
nigra: 19, 35, 56. 

39—42. Ebene anmoorige Stelle in einer Bergweide an einem Westhang oberhalb 
Vents im Otztal bei der Ramolalm; 2200 m: 389. unter Aconitum napellus: 13, 16, 35, 
56. 40. unter Grasern: 13, 14, 32, 35, 53, 56. 41. unter Kuhmist: 13, 19, 35, 66. 42. sehr 
feuchte Stelle mit Lebermoosen: 13, 14, 35, 49, 56. 

4354. vor dem Rotmoosferner bei Obergurgel im Otztal; 2290—2340 m. 43. am 
FuBe einer alten, stark beweideten Mittelmorane; Probe von vegetationsfreier Stelle: 
24. 44. wie 43. aber Probe unter Saxifraga aizoides: 21, 24, 49. 45. ostlicher Hang der 
Stirnmorane, sparlich bewachsen; unter Poa alpina: 21, 24, 46. Kamm der Moraine; 
unter Elyna myosuroides: 24. 4%. 20 m weiter als bisher; unter Arctostaphylos-Spalier: 
24. 48. dstliche Seitenmorane, Vegetationsbedeckung 50°/9; unter Minuartia verna: 24, 
26, 56. 49. ebenda unter Achillea moschata: 24, 35, 56. 50. 3 m auBerhalb der Morane: 
Rasen deckt 100°/,; Weide mit starkem Ubergang zum Nardetum; unter Nardus stricta: 
35, 56, 57. 51. etwa 100 m einwarts vom alten Gletschertor von 1850 auf der alten Mittel- 
morane; Elynetum deckt 70°/); unter Elyna myosuroides: 49, 53, 56. 52. kleines Curvule- 
tum auf derselben Mittelmorane; unter Carex curvula: 56. 538. Gletschervorfeld, ca. 150 m 
vor der Gletscherzunge von 1954; 2340 m; Vegetationsbedeckung <1°/o9; vegetations- 
freie Stelle: 56. 54. wie 53. aber unter handgrofem Pionierrasen von Saxifraga oppositifo- 
lia: ,,ohne“. : 

55—57. Kieler Scharte in der Verwallgruppe. 55. ebener Schneeboden im Kar unter 
der Scharte auf saurem Gneisschutt; typisches Polytrichetum norvegici; 2510 m: 16, 
35, 66. 56. unter der Scharte auf Schutt mit etwas Amphibolit; von Gemsen und 
Murmeltieren maBig beweidetes Luzuletum spadiceae; 2675 m: 63. 57. fragmentarisches 
Curvuletum auf Orthogneis: 35. 

58—60. Salicetum herbaceae am Seufertweg oberhalb Vents im Otztal; 2710 m. 
58. 35, 42, 53, 56, 57. 59. 35, 53, 56, 57. 60. 35, 56. 

6162. Schwemmsand am AbfluB des siidlichen Sayferners im Otztal; 2780 m. 
61. vegetationsfrei: 35. 62. unter Moosprotonema: BO, 00+ 

63—67. Kamm der nordlichen Seitenmorane des Guslarferners im Otztal; 2900 m. 
63. unter Saxifraga moschata: 56. 64. unter Senecio carniolicus: ,ohne‘‘. 65. Spalte in 
einem Felsbrocken: ,,ohne“. 66. unter Silene acaulis: ohne‘. 67. unter dirftigem Gras- 
biischel: 35. 

68. Felsspalte am Aufstieg zum Saykogel im (tztal; unter Moosen 2900 m: ohne“. 

69—73. grober Schutt am Samoarsee im Otztal, von Schafen und Ziegen beweidet; 
2910 m. 69. vegetationslose Stelle: 36, 63. 70. unter einer Caryophyllacee: 35, 56. 71. vege- 
tationslose Stelle: 35, 53. 72. unter einem Grasbiischel: 35, 53. 78. unter Polytrichum 


und einer Crucifere: 35, 53, 56. 
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Tabelle 4 (Fortsetzung) 


74—76. westlich der Bella Vista, siidlich vom Teufelsjoch im Otztal; 3040 m. 74. vege- 
tationslose Stelle: ,,ohne“. 75. unter einem Grasbiischel: ,,ohne‘‘. 76. unter dem Polster 
einer Caryophyllacee: 26. 

77. Felsspalte an einem SO-Hang oberhalb der Similaunhitte im Otztal; unter 
Flechten; 3130 m: ,,ohne“. 

78. unter Ranunculus glacialis am NW -Hang des Marzellkammes im Otztal; von einer 
Glimmerschieferplatte tiberdacht; 3148 m: ,,ohne“. 

79. unter Saxifraga aspera ssp. bryoides in einer Felsspalte am Hintergrasleck im 
Otztal; 3200 m: 35, 56. 

80—S81. Mittelmorane des Mitterkarferners unterhalb der Otztaler Wildspitze; 
vegetationslos; 3180 m: ,,ohne™. 

82. Felsspalte unterhalb der Kreuzspitze im Otztal; vegetationslos: ,,ohne**. 

83. Gipfel der Kreuzspitze, haufig von Touristen besucht, mancherlei Abfalle rings um 
den Rastplatz; Probe von vegetationsloser Stelle am Rand des Rastplatzes; 3467 m: 35. 

84—85. unter Flechten auf dem Mitterkarjoch unterhalb der Otztaler Wildspitze; 
3470 m:,,ohne“, 

86—87. Gipfel des Similaun im Otztal; 3595 m. 86. vegetationslose Stelle, wohl kaum 
begangen: ,,ohne“*. 87. 20m unterhalb des Gipfels, unter einem Stein an einer von 
Menschen haufig begangenen Stelle: ,,ohne*. 

88. unter Moosen zwischen Blockwerk am Gipfel der Hinteren Schwarze im Otztal; 
3628 m: ,,ohne*‘. 

89—93. WeiBkugelgipfel (Otztal); 3735 m. 89. unter griinem Moos: 39, 53. 90. 2—3 em 
dicke Erdschicht zwischen zwei fast senkrecht stehenden Gneisplatten: 53. 91. wie 
90: ,,ohne“‘. 92. wie 91: 53. 93. unter schwarzbraunem Moos: ,,ohne*. 


Wie schon aus dieser gekiirzten Ubersicht (Tab. 4) hervorgeht (im 
ganzen wurden 150 Alpenstandorte untersucht), findet man eine bestimmte 
Kombination seltener Arten kaum in mehreren Proben wieder. Aus den 
Ackerbéden Nr. 5 und 6 (S. 266) wurden je 14 Arten gekédert, davon 
kamen die beiden haufigsten (Karlingia rosea und Hyphochytrium sp. 
H 28) und 11 seltene Arten ( Rhizophydium keratinophilum, R. patellarium, 
R. sphaerotheca, R. sp. a, Phlyctochytrium cf. palustre, Ph. reinboldtae 
Ph. sp. 1, Entophlyctis cf. bulligera, Rhizophlyctis sp. keratinophil, 
Nowakowskiella profusa, Leptolegniella keratinophilum) an beiden Stand- 
orten vor. Weniger gut war die Ubereinstimmung zwischen den Proben 
13—16, deren Entnahmestellen héchstens einige Meter voneinander 
entfernt waren. Die Standorte 13 und 16, zwei Acker, die nicht so dicht 
beieinander lagen wie 13, 14 und 15, hatten fiinf seltene Arten, 14 und 16 
vier und 13, 14 und 16 drei gemeinsam, aber keine seltene Art kam an 
allen vier Standorten vor. Vergleicht man die fiinf Ackerbéden Nr. 4, 5, 6, 
13 und 16 miteinander, so findet man nur zwei gemeinsame Arten ( Rhizo- 
phydium keratinophilum, R. patellarium). Selbst an einem Standort in 
wenigen Zentimetern oder Dezimetern Abstand voneinander einge- 
sammelte Proben hatten oft eine recht unterschiedliche Pilzflora (Nr. 29 
bis 31, 39—42, 58—60, 63—67 und andere). Darauf hat Rerypotpt 
(1951) bereits hingewiesen und die ungleichmaBige Verteilung der Arten 
als Rhizosphareneffekt gedeutet. Sicher spielt aber auch — besonders in 
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offenen Gesellschaften oder an vegetationslosen Standorten — die Ver- 
teilung der Substrate im Boden eine Rolle (Garrett 1955). Hinzu 
kommen kleine, vom Sammler oft nicht beachtete oder nicht notierte Be- 
sonderheiten der einzelnen Entnahmestellen. Zum Beispiel wurde Nowa- 
kowskiella elegans an einer sehr feuchten Stelle (Nr. 42) einer Bergweide 
(Nr. 39—42) gefunden, wahrend an den trockeneren Platzen in etwa 15 
und 25 cm Entfernung unter Gras bzw. Aconitum napellus der Pilz nicht 
vorhanden war. Auch in einer Fettwiese (Nr. 1—3) blieb WN. elegans auf 
eine feuchtere Stelle beschrankt; aus den fritheren Arbeiten ist ja be- 
kannt, daB N. elegans feuchte Standorte bevorzugt. Ob die Feuchtigkeit 
fiir die 5 Arten — Chytriomyces hyalinus, Nowakowskiella sp., Rhizo- 
phydium pythii, Rhizophlyctis sp. N 33 und Rhizidiomyces apophysatus —, 
die in den beiden sonst sehr verschiedenen Tiimpeln (Nr. 25, 26 und 27, 
28) am Ufer der Venter Ache vorkamen, der wesentliche Faktor war, 
mii®te noch gepriift werden. Fur Rhizidiomyces apophysatus und Rhizo- 
phydium pythit, die jedoch beide auch saprophytisch leben kénnen, ist 
vielleicht das Vorkommen geeigneter Wirtspflanzen in den Tiimpeln von 
Bedeutung. Nach den Untersuchungen GAERTNERs (1955,) scheint jeden- 
falls Rhizidiomyces apophysatus nicht an besonders feuchte Biotope ge- 
bunden zu sein. Der Vergleich der vier Tiimpelproben zeigt auferdem, 
wie notwendig es ist, méglichst viele Proben von einem Standort zu 
untersuchen: Wenn auch fiinf Arten beiden Standorten gemeinsam 
waren, so kam doch nur eine Art, Rhizophydium pythii, in allen vier 
Proben vor. 

Auch Artenzahl und Pilzdichte kénnen auf kleinstem Raume ziemlich 
stark schwanken. Als Beispiel mogen drei Proben (Nr. 58—60) aus einem 
auBerlich vollkommenhomogen erscheinenden Bestand von Salix herbacea 
dienen. Die pilzreichste dieser drei Proben enthielt 5 Arten (14 Funde), 
die pilzirmste 2 Arten (2 Funde), die dritte 4 Arten (25 Funde). Da an 
vielen Standorten nur eine Probe genommen wurde, ist es sehr schwer 
zu beurteilen, wie weit tiber einen groéBeren Bereich wirksame Be- 
dingungen, die zum Teil aus der Standortsbeschreibung erkennbar 
sind, und wie weit Eigentiimlichkeiten des Mikrostandortes die Phyco- 
mycetenflora einer bestimmten Probe beeinfluBt haben. Es mag daher 
hier geniigen, die besonders pilzarmen und pilzreichen Proben aufzu- 
zahlen (Bezifferung der Proben wie in der Liste S. 266 ff), die Verteilung der 
Arten auf diese beiden Probengruppen Zu untersuchen und (im nachsten 
Abschnitt) die Haufigkeit pilzarmer und pilzreicher Stellen in verschiede- 
nen Biotopen zu ermitteln. 

In den Proben 11,19, 33,54, 64—66, 68,74, 75,77, 78, 80—82, 84—88, 91, 
93 und zwanzig anderen wurden keine niederen Phycomyceten gefunden. 
Die meisten ,,Nieten* entfielen auf die alpine und nivale Stufe, nur drei 
wurden in der subalpinen Stufe ermittelt. Hine davon stammte aus 50 cm 
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Tiefe unter dicker Rohhumusauflage (Nr. 19), eine aus der Rhizosphare 
von Rhododendron ferrugineum (Nr. 11), die dritte wurde in einem 
Zirbenwald unter Calluna und Vaccinium entnommen (Nr. 33). In den 
Ansiitzen von 39 der insgesamt 42 ,,Nieten** entwickelten sich immerhin 
noch septierte, etwas seltener unseptierte Hyphen und in einer Probe 
Myxomycetenfruchtkérper. Die Proben 1, 3, 12, 34, 35, 37, 43, 45—47, 
52, 53, 56, 57, 60—63, 67, 69—72, 76, 79, 83, 89, 90, 92 und weitere 
23 Proben enthielten 1 oder 2 Arten. Mehr als 6 Arten waren an folgenden 
Stellen vorhanden: 5, 6 (14 Arten); 16, 28 (9 Arten); 4, 13 (8 Arten); 
8, 14, 25, 26 (7 Arten). Besonders pilzreich waren also Ackerbéden und 
feuchte, nahrstoffreiche Standorte. Letztere hatten auch im Flachland 
die gréBte Artenzahl aufzuweisen: feucht gehaltener Blumentopf 
(12 Arten), schattiger Grabenrand im Gdéttinger Botanischen Garten 
(9 Arten). 

AuBer den beiden haufigsten Arten, Karlingia rosea und Hypho- 
chytrium sp. H 28, traten Rhizophydium sphaerotheca, ein unbestimmtes 
Rhizophydium, Phlyctochytrium reinboldtae, Ph. sp. 2, Entophlyctis cf. 
bulligera, Nowakowskiella elegans, eine unbestimmte Chytridiale und 
Olpidiopsis gracile sowohl an pilzarmen wie an pilzreichen Standorten auf. 
In den Proben der beiden Standortsgruppen wurden insgesamt 48 For- 
men gefunden; davon waren 12 selten und 34 sehr selten! in den Alpen. 
Alle 12 seltenen Formen und 25 sehr seltene kamen in den 10 pilzreichsten 
Proben vor, wahrend aus den pilzarmen Erden nur 7 seltene (aus den 
Proben 3, 35, 43, 45—47 und 6 anderen) und 11 sehr seltene (aus den 
Proben 12, 34, 37, 56, 69, 71, 72, 89, 90, 92 und 6 anderen) isoliert werden 
konnten. 


b) Verteilung der Pilze auf verschiedene Biotope 


Bevor wir auf die Siedlungsdichte einzelner systematischer Einheiten 
in den verschiedenen Biotopen eingehen, wollen wir uns an Hand der 
Tab. 5 einen Uberblick iiber den Artenreichtum der Proben und die all- 
gemeine Pilzdichte in einigen Biotopen verschaffen. In Tab.5 sind nur 
solche Biotope aus den Alpen beriicksichtigt, von denen mindestens 
5 Proben untersucht wurden. Sie sind in der Tabelle nach der durch- 
schnittlichen Artenzahl angeordnet. Die mittleren Artenzahlen der 
Ackerbéden, Weidebéden, Proben unter einzeln stehenden Phanero- 
gamen in Felsspalten, auf Schutt oder zwischen Blockwerk, der Erden 
unter Moosen und Flechten an ahnlichen Standorten und der Proben von 
vollkommen vegetationslosen Standorten verhalten sich zueinander wie 
26:12:4:2:1, Dementsprechend enthielten 15 der 20 Proben der vege- 
tationslosen Standorte II iiberhaupt keine niederen Phycomyceten. Sehr 


* Selten = Vorkommen in 5—12, sehr selten in weniger als 5 Proben (siehe 
8. 260). 
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hoch war auch der Anteil der ,,Nieten‘‘ bei den vegetationslosen Stand- 
orten I (3 von9 ) und bei Moos- und Flechtenstandorten. Bei den Flechten- 
standorten ist das verstandlich, denn HarpER u. UEBELMESSER (1958), 
die den auf niedere Pilze zu untersuchenden Erdaufschwemmungen 
zermorserte Einzelflechten oder Flechtengemische zufiigten, konnten 
eine Hemmwirkung auf einige Phycomycetenarten feststellen. Bei einigen 
der pilzarmen Standorte spielt aber auBer der moglichen Hemmstoff- 
bildung durch Flechten sicher auch der Nahrungsmangel eine Rolle. 
Zum Beispiel enthielten die Proben 84 und 85 (siehe S. 268) nur sehr 


Tabelle 5. Artenzahl und Pilzdichte in einigen Biotopen der Alpen 


WP oases a A 
Biotop | Basar | eres l deserean | Peht 
Acker h—-— 14 10,6 5,3 
Weiden, Lager 3 7 4,8 2,4 
Fettwiesen 1 4 2,9 hot 
Sonstige Rasengesellschaften 1 7 1,8 1,4 
Zirbenwald 0 3 1,8 it! 
Laubgehélze der subalpinen Stufe 0 4 1,8 0,9 
Schutt und Felsspalten I+ 0 5 1,6 0,8 
Vegetationslose Stellen I? 0 5 1,4 0,9 
Schutt und Felsspalten IT? 0 3 0,8 0,5 
Vegetationslose Stellen IT* 0 3 | 0,4 0,2 
Alpen, Mittel ®.* | 2,6 1,3 


1 Unter einzeln stehenden Phanerogamen; ? unter Moosen und Flechten; * in 
offenen Gesellschaften; 4 vollkommen vegetationslos (Gesellschaften mit weniger 
als 1/y) Deckung); * einschlieBlich weiterer, in der Tabelle nicht genannter Stand- 
orte; ® in gediingtem Land waren die Mittelwerte 6,1 und 3,1. 


wenig Feinerde mit kaum wahrnehmbarem Flechtenbewuchs. Rund 1/5 
der unter einzelnen Phanerogamen auf Moranen, zwischen Blockwerk 
oder in Felsspalten gesammelten Erden enthielten ebenfalls keine niede- 
ren Phycomyceten. Von den 10 pilzreichsten Proben stammten 5 von 
Ackern, je 1 von Lagern und , sonstigen Rasengesellschaften“ und 3 aus 
Tiimpeln (Biotop 9, Tab. 6). 

Fast genau dieselbe Reihenfolge der Biotope wie bei ihrer Anordnung 
nach der mittleren Artenzahl ergibt sich, wenn man sie nach der Pilz- 
dichte einstuft (Tab. 5, letzte Spalte). Die Acker liegen wieder an der 
Spitze, die Weiden waren nicht halb so dicht besiedelt und den Schluf 
bilden wiederum die vollkommen vegetationslosen Standorte mit weniger 
als 1/,) der Pilzdichte der Weiden. 


Vergleicht man die Siedlungsdichten der einzelnen Gattungen, so fallt 
auf, da® Rhizophydiwm und Phlyctochytrium in Fettwiesen (Biotop Nr. 3, 
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Tab. 6) seltener anzutreffen waren als in den unter ,,Sonstige Rasengesell- 
schaften‘* (Nr. 4, Tab. 6) zusammengefaBten Magerwiesen, Curvuleten 
und Elyneten: Rhizophydium hatte in den Fettwiesen eine Dichte von 
nur 12°/, (Summe der Werte in Spalte 3, Stab 5—J6 in Tab. 6), in den 
iibrigen Rasengesellschaften (Weiden ausgenommen) aber betrug die 
Dichte 27°/, (Summe der Werte in Spalte 4, Stab 5—16 in Tab. 6). Die 
entsprechenden Werte fiir Phlyctochytrium waren 6°/, und 20°/,. Wah- 
rend aber Rhizophydium in Weidebéden haufig war, kam Phlyctochytriwm 
dort nur in 2 Ansatzen vor. Ob einzelne Phlyctochytrium-Arten, wie z.B. 
Phlyctochytrium sp. 2 (Nr. 24) ungediingte Béden bevorzugen, miiBte 
noch untersucht werden. Phlyctochytrium sp. 2 fehlte den Ackern, Weiden 
und Fettwiesen, kam aber an verschiedenen natiirlichen Standorten vor 
und erreichte dort eine mittlere Dichte von rund 5°/,, der gréBte Wert 
war 17 °/, (vegetationslose Stellen I). AuBerhalb der Alpen wurde Phlycto- 
chytrium sp. 2 in einem Blumentopf (G6ttingen), in Felsspalten und 
unter Rasen (Karakorum) gefunden. Uber 3/, der Proben aus der Héhen- 
stufe IV der Alpen stammte von Ackern, Fettwiesen oder Weiden. 
Trifft die Annahme zu, daB Phlyctochytrium sp. 2 gediingte Boden meidet, 
so ware es erklarlich, daB die Art in Stufe [IV nicht gefunden wurde. In 
den gediingten Béden erreichten dagegen die haufigen Arten Karlingia 
rosea und Hyphochytrium sp. H 28 ihre gréBte Dichte, namlich 60°/, bzw. 
80°/, gegen 23°/, in den natiirlichen Béden. Das viel seltenere Rhizo- 
phydium patellarium war ebenfalls in den gediingten Erden weiter ver- 
breitet als an natiirlichen Standorten (23°/, gegen 3°/,). Die mittlere 
Pilzdichte des gediingten Landes ist rund doppelt so groB wie der Durch- 
schnittswert fiir die Alpen (in Stufe IV betrug das Verhaltnis 3:2). 

Karlingia rosea und Hyphochytrium sp. H 28 konnten aber auch noch 
in sehr humusarmen Béden gedeihen. Letztere Art wurde z. B. aus vege- 
tationslosem Schutt eines Gletschervorfeldes [Probe Nr. 53, S. 267, 
Gehalt an organischem Kohlenstoff <0,1 °/,!] herausgekédert. 


2. Subtropen und Tropen 


Von den Standorten des Karakorum und Himalaya hatte ein Gerstenfeld auf 
sandigem Schwemmboden einer Hochterasse im oberen Hasanabad-Tal, 3600 m 
tiber dem Meeresspiegel, die gréfte Pilzdichte (2,9) und Artenzahl (5 Arten) auf- 
zuweisen. Sechs Proben waren frei von niederen Phycomyceten; zwei von ihnen 
stammten von wahrscheinlich vegetationslosen Stellen aus 3900 und 4150 m Hohe, 
eine Probe aus 4000m Hohe enthielt hauptsichlich Rohhumus von Juniperus- 
Nadeln, eine andere war an gerade aper gewordenem Siidhang, 4500 m iiber dem 
Meeresspiegel, unter Polygonum sp. entnommen worden. Von den restlichen zwei 
pilzfreien Proben liegen aufer den geographischen Ortsangaben keine Beschreibun- 
gen vor. 

Unter den 26 tropischen Erden befanden sich drei ,,Nieten‘‘, je eine von Sand- 
feldern, 4150 m iiber dem Meeresspiegel, und der Schneegrenze, 4650 m iiber dem 


' Bestimmt nach der Methode Walkley-Black (WALKLEY 1947). 
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Meeresspiegel, des Ruiz in Columbien und eine aus Weideboden des Hricaceen- 
giirtels in Athiopien, 3200 m iiber dem Meeresspiegel. Die tropischen Weideboden 
erreichten im Gegensatz zu den alpinen nur eine geringe Pilzdichte und durch- 
schnittliche Artenzahl. Uberhaupt lag hier die durchschnittliche Pilzdichte des 
Kulturlandes (ohne Weidebéden) nicht wesentlich uber dem Gesamtdurchschnitts- 
wert, entsprechend den Befunden GAERTNERS (1955,) in Afrika. Die mittlere Arten- 
zahl des Kulturlandes war auch nur wenig groBer als die durchschnittliche Zahl. 
Die pilzreichsten Béden einerseits sowie die Ein- und Zweipilzbéden andererseits 
sind in Tab. 7 zusammengestellt. In der Paramoformation befanden sich sowohl die 
zwei pilzreichsten (Nr. 1 und 2) wie ausgesprochen pilzarme Proben (Nr. 6, 13, 14). 
Pilzdichte und mittlere Artenzahl der Paramoformation glichen den Werten fiir die 
alpinen Weidebéden. In den pilzarmen Proben waren hauptsachlich Karlingia rosea 
(Pilz Nr. 35) und Hyphochytrium sp. H 28 (Nr. 56) vertreten. Nur in den pilzarmen 
Erden der Péramoformation (Nr. 5, 6 in Tab. 7) und am Gipfel des Pichincha-Rucu 
in 4600 m Hohe kamen auch seltenere Arten vor (siehe Tab. 7). 


IV. EinfluB der Wasserstoffionenkonzentration auf die 
Pilzdichte und die Héufigkeit von Karlingia rosea und 
Hyphochytrium sp. H 28 

Im Mittel ergab sich eine etwas dichtere Besiedlung der schwach 
sauren Boden mit po-Werten zwischen 6,0 und 6,9. Fiir diesen Bereich 
wurde eine Pilzdichte von 129°/, errechnet gegentiber 83°/, fiir Boden 
mit einem py-Wert zwischen 4,0 und 4,9 und 92°/, fiir Erden mit 
pu-Werten zwischen 7,0 und 7,9. Noch undeutlicher sind die Beziehungen 
zwischen den py-Werten der Standorte und der Haufigkeit einzelner 
Arten. Karlingia rosea war z.B. in stark sauren und schwach sauren 
Boden der Alpen gleich verbreitet (Vorkommen in 51—56 °/o der Proben) ; 
die Art kam aber auch noch in 30°/o der schwach alkalischen Proben vor. 
Hyphochytrium sp. H 28 schien dagegen eher die stark sauren Béden zu 
meiden und am besten im schwach sauren bis schwach alkalischen Bereich 
fortzukommen (px 4,0—4,9: Vorkommen in 27 °/, der Proben; px 5,0 bis 
5,9: 41°/)3; PH 6,0—6,9 und pr 7,0—7,9: 44°). 

Besprechung 

Nach Angaben in der Literatur enthalt die Flora héherer Pilze jeder 
Klimazone neben Kosmopoliten auch dieser Klimazone eigene Elemente 
(Linp 1934; Dreut 1937; LinperR 1947; Wotr u. Worr 1949, Bd. 2, 
S.395f.), und in geographisch abgegrenzten Gebieten lassen sich fiir eine 
Reihe hdherer Pilze bestimmte Haufigkeits- und Mannigfaltigkeitszonen 
erkennen, die rezente Klimaverhaltnisse widerspiegeln oder historisch zu 
erklaren sind (RIPPEL 1940; Srzova 1953; S1zovA u. PARIJSKAJA 1953; 
CasrELit 1954; SORGEL 1957). 

Fir Gattungen oder hdhere systematische Hinheiten der niederen 
Phycomyceten lieBen sich dagegen weder innerhalb eines Landes (REMY 
1951) noch innerhalb eines Kontinentes (GAERTNER 1955,1) Haufigkeits- 


1 GapRTNER fand allerdings eine ungleichmaBige Verteilung dreier Arten iiber 
den Kontinent Afrika. 
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gebiete feststellen, und den einzelnen Klimazonen scheinen, vergleicht 
man die in zahlreichen Arbeiten verstreuten Angaben, nur ihnen eigen- 
tiimliche Chytridineengattungen zu fehlen. Auch die in arktischen Béden 
(Harper 1954; Gamrrner 1955,) und in Hochgebirgserden bisher 
(S6rGEL 1942; SHanor 1944; Brerpine 1951; Harper 1954) und im 
Laufe der eigenen Arbeit gefundenen Chytridineengattwngen sind Kosmo- 
politen. Weitere Untersuchungen miissen klaren, ob nicht die Areale 
wenigstens einiger Arten enger und durch klimatische Faktoren begrenzt 
sind, und welche Rolle Okotypen spielen. In den Alpen wurde eine Reihe 
bisher unbekannter Arten (PERstEL 1960) gefunden, von denen einige 
(Chytridium sp. 2307, Chytriomyces mortierellae n.sp., Chytriomyces 
vallesiacus n. sp. und eine unbestimmte Chytridiale) nur in Ho6hen ober- 
halb 2500 m iiber dem Meeresspiegel vorkamen, die jedoch mit Ausnahme 
des Hyphochytrium sp. H28 sehr selten waren und wahrscheinlich in 
anderen Gebieten nur deshalb nicht entdeckt wurden, weil sie dort ebenso 
sparlich sind. Hyphochytrium sp. H 28 ist in friiheren Arbeiten anschei- 
nend haufig mit Olpidium verwechselt worden; der Pilz kommt auBer in 
den Hochgebirgserden auch ziemlich haufig in den bei G6ttingen einge- 
sammelten Proben vor und trat auch in Erden aus den USA (eigene 
Untersuchungen) und aus Australien (eigene Untersuchungen) auf, ist 
also weltweit verbreitet. 

Frrepricn (1940, 1942), der ausgedehnte dkologische Studien an hohe- 
ren Pilzen durchfiihrte, konnte den alpinen Pflanzenformationen be- 
stimmte Leitpilze zuordnen; in den Fichten-Larchenwaldern traten je 
nach der Héhenlage verschiedene Leitformen auf. Nach unseren derzeitigen 
Kenntnissen kommen bei den niederen Pilzen derartig enge Bindungen 
an die Vegetation der héheren Pflanzen nicht vor (ScHoLz 1958,). 
Die hier mitgeteilten Ergebnisse der Untersuchungen an Hochgebirgs- 
erden aus den verschiedensten Formationen bieten ebenfalls keine An- 
haltspunkte dafiir. Der Bestand an hdheren Pflanzen ist nur insofern 
nicht ganz ohne Bedeutung, als er Mikroklima und Bodenfaktoren beein- 
fluBt, tiber deren Wirkung auf die Phycomycetenflora einige Beobach- 
tungen vorliegen. Die einschneidensten Veranderungen ruft der Koch- 
salzgehalt des Bodens hervor (Scnoiz 1958,, HoHNK 1958), der uns hier 
aber nicht weiter interessiert. Gute Durchfeuchtung des Bodens begiin- 
stigt nach Remy (1950) — abgesehen von Karlingia rosea — die niederen 
Phycomyceten, besonders Nowakowskiella elegans, wofiir sich auch in der 
vorliegenden Arbeit einige Beispiele beibringen lieBen. 

Noch wenig geklart ist der Einflu8 des py-Wertes. REMY fand, daB 
unter anderen Rhizophlyctis rosea (= Karlingia) und die Gattung 
Nowakowskiella alkalische Boden bevorzugen. GAERTNER (1955,) konnte 
fiir einige Arten Optimumskurven aufzeichnen; fiir Karlingia rosea lag das 
Optimum zwischen px 5,5 und px 6,0. Fir die Haufigkeit dieses Pilzes 
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in den Alpenproben scheint der py-Wert aber weniger ausschlaggebend 
zu sein. 

In Kulturbéden hoher Breiten kann sich trotz des ungiinstigen Klimas 
eine relativ reichhaltige Phycomycetenflora entwickeln (HARDER 1954; 
GapRTNER 1955,). Diingung und Bodenbearbeitung, deren Hinflu8 auf 
die Bakterienflora der Hochgebirgserden von Dia@ceri (1925) und 
GRUNDMANN (1934) hervorgehoben werden, begiinstigen auch in den 
Alpen eine iippigere Entfaltung der Bodenphycomyceten. Die Beziehungen 
zwischen der Pilzhaufigkeit der meisten Arten und dem Diingungs- 
zustand des Bodens sind allerdings noch sehr undurchsichtig, wahrend 
andere Arten (Rhizophydium patellarium, Karlingia rosea, Hyphochy- 
trium sp. H 28) eindeutig durch die Diingung gefordert werden aber zum 
Teil auch noch in sehr humusarmen Béden gedeihen kénnen. 


Wenn auch keine Gattung oder Art ein Haufigkeitsmaximum in einer 
bestinmten Héhenstufe oder Pflanzenformation hatte, so reagierten 
doch nicht alle Pilze gleichmaBig auf die sich mit der Héhe andernden 
Bedingungen. Am wenigsten betroffen wurde Karlingia rosea, die sich also 
ahnlich wie Penicillium in den von KREHL-NIEFFER (1951) untersuchten 
Erdproben aus den Alpen verhielt, wahrend die Haufigkeit von Hypho- 
chytrium sp. H 28 oder von Rhizophydium, Phlyctochytrium und Nowa- 
kowskiella rascher mit der Héhe abnahm. 


Die Alpen haben, wenn man das Ergebnis simtlicher Proben zusam- 
menfaBt, eine arten- und individuenreichere Phycomycetenflora als 
Schwedisch Lappland. Das ist aber wohl sicher zum Teil auf den starkeren 
menschlichen Einflu8 (Bodenbearbeitung, Diingung) in den Alpen zu- 
riickzufiihren. Vielleicht spielt auch das Klima eine Rolle. Zum Beispiel 
kénnten die starken Expositionsdifferenzen im Hochgebirge Siedlungs- 
moglichkeiten fiir Arten mit den verschiedensten dkologischen Anspriichen 
schaffen, wahrend in der Arktis die Wirkung der Strahlungsexposition 
wegen des gréBeren Anteils der diffusen Strahlung an der Gesamt- 
strahlung weniger ausgepragt ist. Ob das aber wirklich Einflu8 auf die 
Phycomycetenflora hat, 1aBt sich einstweilen nicht entscheiden. In der 
alpinen Stufe, wo menschliche Einfliisse eine geringere Rolle spielen, 
waren namlich die Unterschiede in der Artenzahl und Pilzdichte in der 
Arktis bei Abisko (GAERTNER 1955,) und in den Alpen nicht sonderlich 
groB. Nur Karlingia rosea war in den Alpen oberhalb der Baumgrenze 
noch doppelt so haufig anzutreffen wie in der alpinen Stufe Schwedens. 


Zusammenfassung 


1.150 Bodenproben aus den Alpen, 15 aus dem Karakorum und 
Himalaya, 19 aus den columbianischen und ecuadorianischen Anden, 
1 vom Ufer des Rio Magdalena, 6 aus dem Hochland Athiopiens und 9 aus 
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der Géttinger Umgebung wurden auf ihren Gehalt an niederen Phycomy- 
ceten untersucht. 

2. Aus den 200 Proben lieBen sich 16 Gattungen der Chytridiales mit 
iiber 50 Formen, je 2 Gattungen der Anisochytridiales, Blastocladiales und. 
Plasmodiophorales und je eine Gattung der Monoblepharidales und 
Lagenidiales herauskédern. 

3. Alle in den Alpen gefundenen Gattungen sind Kosmopoliten. Allo- 
myces kam nur in einer Probe aus Gottingen, Pleotrachelus nur in einer 
Erde aus dem Karakorum vor. Blyttiomyces und Monoblepharis wurden je 
dreimal und Octomyxa wurde einmal im tropischen Hochgebirge gefunden. 

4. In allen Gebieten waren Hyphochytrium und Karlingia am haufig- 
sten, obwohl sie — ausgenommen in den Gottinger Proben — nur durch 
je eine Art vertreten waren: Karlingia durch K. rosea und H yphochy- 
triwm durch eine als H.sp. H28 bezeichnete Art. In den Alpen waren 
auBerdem Rhizophydium, Phlyctochytrium und Nowakowskiella noch in 
mehr als 10°/, der Proben anzutreffen. 

5. Die Flora niederer Phycomyceten war zwar in den unteren Héhen- 
stufen der Alpen (bis zu 2500 m iiber dem Meeresspiegel) sehr artenreich 
(insgesamt wurden hier 42 Arten und einige unbestimmbare Formen ge- 
funden), die einzelnen Proben enthielten aber in fast 2/, der Falle weniger 
als 4 Arten. Lediglich aus Ackerbéden konnten bis zu 14 Arten je Probe, 
die 9 Gattungen angehorten, herausgekédert werden. 

6. In den Proben aus tiber 2500 m Hohe wurde nur wenig mehr als ein 
Dutzend Arten gefunden. Die mittlere Pilzdichte in den Erden aus 
Héhen zwischen 2500 und 4500 m betrug rund */, der mittleren Pilz- 
dichte in den Proben aus Héhen iiber 1000 bis zu 2500 m iiber dem 
Meeresspiegel. 

7. Nowakowskiella und. Phlyctochytriwm waren in Hohenstufe IV (iiber 
1500—2000 m) nur etwa halb so haufig wie in Héhenstufe TIT (iiber 1000 
bis 1500 m). Bei Rhizophydium setzte ein starkerer Riickgang der 
Haufigkeit erst in Hohen iiber 2000 m und bei Hyphochytriwm erst ober- 
halb 2500 m ein. Die Abnahme der Haufigkeit von Karlingia mit zuneh- 
mender Hohe iiber dem Meeresspiegel war relativ unbedeutend. 

8. Vier Arten, Chytriomyces mortierellae n. sp., Ch. vallesiacus 0. sp., 
Chytridium sp. 2307 und eine unbestimmte Chytridiale kamen nur in 
Hohen iiber 2500 m vor, waren dort aber sehr selten. Es kann nicht als 
sicher gelten, daB sie spezifische Hochgebirgsformen sind. 

9. Die Wasserstoffionenkonzentration des Bodens scheint kaum einen 
EinfluB auf die Verbreitung von Karlingia rosea und H yphochytrvum 
sp. H 28 zu haben. Die Pilzdichte war im Mittel in Erden mit pu-Werten 
zwischen 6,0 und 6,9 am groBten. 

Herrn Professor Dr. R. HARDER danke ich fiir die Anregung zu dieser Arbeit und 
fiir sein stetes Interesse am Fortgang der Untersuchungen. 
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Beschreibung neuer Arten der Gattung Chytriomyces 
und einiger seltener niederer Phycomyeeten 


Von 
INGETRAUD PERSIEL 


Mit 14 Textabbildungen 
(Eingegangen am 14. April 1960) 


In zahlreichen Erdproben aus in- und auslaéndischen Hochgebirgen 
traten neben gut erkennbaren niederen Phycomyceten (PERSIEL 1960) 
auch andere auf, die sich nach der Literatur nicht oder nur unsicher 
bestimmen lieBen. Diese Pilze werden nachstehend naher beschrieben. 


CHYTRIDIALES 
Olpidiaceae 

Pleotrachelus sp. K (Abb.1). Der Pilz lebt parasitisch in Karlingia 
rosea. Die reifen Sporangien sind kugelig, Durchmesser 8,5—46 uw, oder 
ellipsoidférmig und haben eine glatte, farblose Membran (Abb. 1b, Sp). 
Thr Inhalt ist fein granuliert. Bis zu 4 + lange Entleerungshalse 
(Abb.1b, H) durchbrechen die Wirtszellwand; sie sind von einer klaren, 
mattglinzenden Substanz erfiillt. Ruhende, kugelige Zoosporen haben 
etwa 5 Durchmesser. Schwimmende Zoosporen erscheinen elliptisch 
oder in Bakterienfilmen. spindelformig. Die SchubgeiBel ist 14—17 wu 
lang (fixiert und gefarbt nach Cover 1941). Ein Globul ist nicht vor- 
handen. Die Dauersporen sind kugelig, Durchmesser 12,5—22 u, und 
haben eine glatte, dicke Membran (Abb.1c, 8). Im Innern der Sporen 
liegt exzentrisch ein groBer Globul. Die Keimung der Dauersporen 
wurde nicht beobachtet. 


Weil an den holocarpen, endobiotischen Thalli mehrere Entleerungshilse gebildet 
werden (Abb.1b), wurde der Parasit der Gattung Pleotrachelus zugeordnet. Das 
ahnliche Olpidium rhizophlyctidis Sparrow besitzt Sporangien mit einer Papille und 


nur etwa 2 « groBe Zoosporen. 
Vorkommen: Daltar-Alm im oberen Hasanabad- oder Shishpartal siidlich der 


Hauptkette des Karakorum, 3600 m ii. M.; Gerstenfeld auf sandigem Boden; 
pu 7,4; 27. 6. 1954. 
Phlyctidiaceae 
Rhizophydium sp. a. Die in Rohkultur vorwiegend isodiametrischen 
Sporangien, Durchmesser 9—30 uw, mit stumpfeckigem Umrif zeigen in 
artreiner Kultur auf Pinus-Pollen in Quellwasser groBe Formenmannig- 
faltigkeit. Nach mehreren Pollen-Passagen herrschen langgestreckte 
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Formen vor, die an Rhizophydium utriculare Uebelmesser (UEBEL- 
MESSER 1956) erinnern. Die 1—4 etwa 4 weiten Poren in der Sporan- 
gienwand werden von unscheinbaren Gallertpfropfen verschlossen. Die 
kugeligen Zoosporen, Durchmesser 3—4 y, haben einen etwa 1,5 4 
groBen Globul und eine 12—15y lange Geifel. Soweit beobachtet, 
verzweigt sich die zarte Rhizoidenachse nur wenig. Dauersporen kugelig 


AS 


Abb.1. Pleotrachelus sp. K. a junge, noch nackte Thalli (P) in einem Sporangium von Karlingia rosea 
(K); b reife Sporangien (Sp) mit Entleerungshiilsen (H) ;c Dauerspore (S) und leeres Sporangium (Sp) 


bis oval, Durchmesser 6—15,5 uw, glattwandig und von einem groBen 
Globul oder mehreren kleinen stark lichtbrechenden Trépfchen erfiillt. 
Bei der Keimung schliipft der Inhalt durch einen engen Porus aus und 
wird zum Keimsporangium. 


Rhizophydium sp. a@ abnelt in Rohkultur Rhizophydium elyensis Sparrow 
(Sparrow 1957), das saprophytisch auf Schlangenhaut wichst. In den Isolierungen 
nihert sich die Sporangienform jedoch mehr der von Rh. utriculare Uebelmesser. 
Unser Pilz unterscheidet sich von Rh. utriculare aber in seinem physiologischen 
Verhalten: Er gedeiht nicht in Meerwasser. AuBerdem haben die Sporangien engere 
Poren, und die Dauersporen besitzen eine andere innere Struktur als diejenigen von 
Rh. utriculare. 

Vorkommen: Acker bei Steinach in Tirol, 1340 m ii. M., 20. 8. 1954; gediingte 
Mahwiese bei Vent im Otztal, 1900 m, px 5,6; 17. 8. 1954, und Bergweide bei Vent, 
2200 m, pr 6,6—6,9; Aug. 1953. 


Rhizophydium sp. b (Abb.2). Die farblosen, kugeligen oder fast 
kugeligen Sporangien sind mit kraftigen, verzweigten Rhizoiden im 
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Substrat verankert. Sie erreichen auf Pinus-Pollen 10—28  Durch- 
messer, auf den Hiern getrockneter und sterilisierter Daphnien werden sie 
iiber 30 gro®. Die Rhizoidenhauptachse kann, vor allem bei den 
Dauerorganen, riibig verdickt sein. Die diinne Sporangienmembran 
besitzt 2—4 kreisrunde, 2—3,5 ~ weite Poren, die durch 1—2 u weit 
vorragende, flachgewélbte Gallertpfropfen verschlossen sind. Die Zoo- 
sporen sind kugelig, Durchmesser 3—4 /, oder haben elliptischen Umrif. 
An ihrem vorderen Pol liegen ein 
oder mehrere Globuli. Die Schub- 
geiBel ist 15—18m lang. Nach 7 
bis 14 Tagen erscheinen in den 
Kulturen Sporangien mit bis zu 
6 « dicken und hellgelb bis braun- 
lich get6nten Membranen. Die engen 
Poren sind von einer mattglanzen- 
den, hyalinen Masse verstopft, die 
sich innen mehr oder weniger weit 
gegen das grob granulierte Plasma 
vorwoélbt (Abb.2). Ubertragt man 
diese Dauersporangien in frisches Abb. 2. Dauersporangium you Rhizophydium 
. sp.b(Okular10 x , Objektiv 62 x ,nachvergréBert 
Wasser, so werden gelegentlich auf 1367 x) 
Zoosporen entlassen. 

Der Pilz wurde zur Gattung Rhizophydium gestellt, da das Rhizoid nur selten 
apophysenartig angeschwollen war, obwohl die Art in einigen Merkmalen mit 
Phlyctochytrium kniepii Gaertner (GAERTNER 1955,) iibereinstimmt. Die Dauer- 
organe beider Arten sind umgewandelte Zoosporangien. Bei Phlyctochytriwm 
kniepii haben sie im Gegensatz zu Rh. sp. b lange, gekriimmte Papillen. 

Vorkommen: Magere Viehweide beim Vermuntsee in der Silvretta, ~1750 m 
i. M., po 4,8; Aug. 1952; dicht bewachsener Fluf8schotter bei Vent im Otztal, 
1860 m i. M., pu 6,2; 6.9. 1953; Bergweide bei Vent, 2200 m ti. M., po 6,7—6,9; 
Aug. 1953; Kar unterhalb der Alpspitze im Wettersteingebirge, 2300 m ti. M., 
pu 7,8; 24.8. 1951; Daltar-Alm im oberen Hasanabad- oder Shishpartal siidlich 
der Hauptkette des Karakorum, 3600 m iit. M., Gerstenfeld auf sandigem Boden, 
pu 7,4; 27. 6. 1954; Pdramo am Pichincha-Rucu in Ecuador 3900—4000 m tu. M., 
29. 6. 1952; Blumentopf, Gottingen. 

Rhizophydium sp. ¢. Sporangien kugelig oder stumpfeckig mit bis zu 
2 4 — manchmal ungleichmaBig — dicker Membran, die von mehreren 
(bis zu 5) Poren durchbrochen wird. Die Poren werden von einer hyalinen 
Substanz verschlossen, die sich nur flach nach auBen vorwélbt. Frisch 
geschliipfte Zoosporen haben mehrere kleine Globuli, die anscheinend 
spater zu einem groBeren Tropfen zusammenflieBen. Schwimmende Zoo- 
sporen nehmen Tropfenform an. Abgekugelte Schwarmer haben 2,5 bis 
3,5 « Durchmesser. An der Basis des Sporangiums entspringt ein ver- 
zweigtes Rhizoid. Dauersporen (in artreiner Kultur) wie die Sporangien 
gestaltet, aber mit gelber bis dunkelbrauner Wand und einem kleinen, 
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exzentrisch liegenden Globul. Keimung nicht beobachtet. In der Roh- 
kultur wurden Dauersporen mit gleichmaBig verdickter Wand beobachtet. 
Sie waren vollkommen von stark lichtbrechender Substanz erfiillt. 


Der Pilz unterscheidet sich nicht wesentlich von dem Algenparasiten R. subangu- 


losum (Braun) Rabenhorst. 

Vorkommen: Viehweide am Pichincha-Rucu in Ecuador, 4100 m ti. M., px 6,8; 
29. 6. 1952. 

Blyttiomyces sp. E18 (Abb.3). Der Pilz gleicht morphologisch Gaert- 
ners Phlyctochytrium sp., Stamm CH 3 (GAERTNER 1955,), vermag aber 
nicht in Meerwasser oder 
halbkonzentriertem Meer- 
wasser zu wachsen. 


Die Gattung Blyttio- 
myces umfaBt bisher nur 
Arten, deren apophysate 
Sporangien sich aus dem 
basalen Abschnitt der 
Zoosporencyste entwik- 
keln, wahrend der distale 
Teil der Cyste als ein 
Anhangsel, Apiculus ge- 
nannt, am reifen Sporan- 
gium ~~ erscheint. Die 
Dauersporen — entstehen 
intramatrikal aus stark 
anschwellenden Apo- 
physen. 


Bei GAmRTNERS Pilz und 
meinen aus ecuadoriani- 
schen Proben gewonnenen 
Stéimmen  schwillt die 


Abb.3. Blyttiomyces sp. EF 18, a—d Entwicklung des Sporan- 7, 2 . , . 
giums: a keimende Zoospore, b dieselbe Pflanze 28 Std spiiter, OOBPOPSNCY ste gleich- 


c 34 Std spiiter, d 48 Std spiter; e—i Entwicklung der Dauer- maBie zum kuceligen 

spore: ekeimende Zoospore, f beginnende Schwellung des ~ 2 i pees tS 

Keimschlauches, g dieselbe Pflanze wie bei f, 2,5 Std spiiter, Sporangium an (Abb. 3a 
h 15 Std spiiter und i 68 Std spiiter bis d). Das Rhizoiden- 


system ist sehr variabel. 
Entweder entspringt an der Basis des Sporangiums ein kriaftiges, 
manchmal riibenformiges Rhizoid, oder das Rhizoid geht von einer 
++ kugeligen Apophyse, Durchmesser 5—11 7, aus. Gelegentlich findet 
man in Kulturen auf Pinus-Pollen in Quellwasser auch interbiotisch 
wachsende Sporangien, deren Rhizoide wie bei Rhizophlyctis an belie- 
bigen Stellen der Sporangienoberflache entspringen. In Reinkulturen auf 
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PM-Agar! sind solche Sporangien hiaufig. Die ecuadorianischen Stamme 
bildeten nur selten Dauersporen. Doch konnte sicher festgestellt werden, 
daB die Dauerorgane wie bei GAmRTNERs Pilz aus einer Anschwellung des 
Keimschlauches hervorgehen (Abb.3 e—i). Da der Stamm CH 3 in 
Quellwasser sofort zahlreiche Dauersporen bildet, wurden die Zeichnun- 
gen nach Beobachtungen an Hangetropfenkulturen dieses Stammes 
angefertigt. 

Diagnose: Sporangien epi- oder interbiotisch, kugelig — Durchmesser 
7—29 uw auf Pinus-Pollen, bis zu 90 w auf PM-Agar (Stamm EH 18) — aus 
der gleichmaBig heranwachsenden Zoosporencyste hervorgehend. Die 
Poren — bis zu 6 (Agarkultur), Durchmesser 2—3 yu — in der glatten, 
farblosen Sporangienwand sind von kleinen hyalinen Gallertpfropfen 
verschlossen. Apophyse, Durchmesser 5—11 , kann auch fehlen. Zoo- 
sporen, Durchmesser 3,5—5 “, verlassen das Sporangium einzeln. Sie 
sind stark metabolisch, besitzen bis zu 3 Globuli und eine 20—25 
lange SchubgeiBel. Dauersporen epi- oder endobiotisch, kugelig — 
Durchmesser 14—20 1 — entwickeln sich aus einer Anschwellung des 
Keimschlauches (Abb.3 e—i). Wenn sie in Pollen in Quellwasser wach- 
sen, sind sie farblos. In Rohkulturen sind sie gelb bis dunkelbraun 
gefarbt. Sie sind von einem groBen Lipoidtropfen erfiillt. Die leere Zoo- 


sporencyste bleibt einige Zeit erhalten. 
Vorkommen: Pdéramo am Pichincha-Rucu, Ecuador, 4000—4500m i. M., 


29. 6. 1952. 


Phlyctochytrium sp. 1. Sporangien kugelig bis topfformig oder ei- bis 
citronenformig, Durchmesser an der breitesten Stelle 8,5—29 uw, mit 
glatter, farbloser Membran und bis zu 5 (meistens 2—3) Poren oder kurzen, 
kegelformigen Entleerungshalsen, die von einer hyalinen Masse erfiillt 
sind. Die Sporangienwand kann mehrere Mikron dick werden. Rhizoiden- 
system mit mindestens einer kugeligen, Durchmesser 3,5—13,5 
(meistens 7—9 j1), oder riibenformigen, 2,5—10  breiten, seltener ovalen 
oder rautenformigen Apophyse. Rhizoiden an der Basis der Apophyse 
entspringend oder tiber die Apophysenoberflache verteilt. Zoosporen 
stark amoboid beweglich, ruhend kugelig, Durchmesser 3,5, schwimmend 
tropfenférmig, mit einem Globul oder mehreren stark lichtbrechenden 
Trépfchen und 20 langer GeiBel. Leere Apophysen kénnen kollabieren. 
Auf PM-Agar werden die Sporangien iiber 100 w groB und bilden mehr 
als 10 aber weniger als 20 unscheinbare Papillen. Dauersporen unbekannt. 


Die Art steht Phlyctochytrium knieptt Gaertner nahe, doch hatten dickwandige 
Sporangien héchstens 5 kurze, nur selten schwach gekriimmte Papillen, wahrend 
die Dauerstadien von Ph. kniepit bis zu 15 sichelformig gekriimmte Papillen bilden. 

Vorkommen: Acker und Fettwiese bei Steinach in Tirol, 1340 m ti. M., pH 5,9 
und 6,0; 20.8.1954; Trockenrasengesellschaft bei Gottingen, 300 m ii. M., 9. 9. 1956. 


as 3g Biomalz, 3g Pepton S. ,,Brunnengraber‘, 15g Agar, 1 1 aqua dest. 
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Phlyctochytrium sp. 2. Sporangien kugelig, 7—32 wu (meistens 14—25y) 
Durchmesser, elliptisch, 11—29 « hoch und 12—32 y breit, seltener ei-, 
birnformig oder verkehrt eiférmig. Membran glatt, farblos mit 2—12 
etwa 2,5—3,5 4 weiten Poren. Gallertpfropfen in den Poren bis 3 yu lang. 
Apophyse meistens kugelig oder elliptisch, Durchmesser 5— 14 yu, seltener 
riibenformig oder fehlend. Encystierte Zoosporen haben 3,5—4,5 wu 
Durchmesser. Schwimmende Zoosporen sind tropfen-, hantel- oder 
keulenformig. In ihrem Plasma liegen ein oder mehrere Globuli. Die 
GeiBel ist 20—25 ~ lang. Dauersporen sind nicht bekannt. 

Die Art steht Phlyctochytrium reinboldtae Persiel (PeRsiEL 1959) nahe. Die 
Sporangien bilden aber niemals kegelférmige Entleerungshalse, die den Sporangien 
von Ph. reinboldtae ihr charakteristisches Aussehen verleihen. 

Vorkommen: Felsband mit Polygonatum odoratum, P. verticillatum und Rubus 
saxatilis, 1382 m ii. M. bei Steinach in Tirol, py 6,7; 20. 8. 1954; Sesleria-Treppe 
ebenda, py 7,1; unter verschiedenen Pflanzen auf Moranen vor dem Rotmoosferner 
im Otztal, um 2300 m ii. M., pu 6,4—7,8; Felsspalte mit Artemisia und Festuca im 
oberen Hasanabad- oder Shishpartal stidlich der Hauptkette des Karakorum, etwa 
4000 m ii. M., pu 7,2; 26. 6.1954; Lehmboden unter Rasen im Batura-Gebiet 
nordlich der Karakorum-Hauptkette, 4500 m ti. M., 12. 7.1954; lockerer Boden 
aus einer Felsspalte ttber der Vegetationsgrenze im oberen Baltar-Gebiet/Kara- 
korum, 5300 mii. M., 14. 6. 1954; Blumentopf in Géttingen. 


Rhizidiaceae 

Rhizophlyctis sp. C 11. Der Pilz wachst saprophytisch auf Chitin. Die 
Sporangien sind mehr oder weniger in das Substrat eingesenkt. Sie sind 
kugelig, Durchmesser 14,5—73 u, ellipsoidférmig, 17—70 25—77 yw, 
schmal oder breit eiférmig, 14—32 ux19—41 yu, oder unregelmaBig 
gestaltet. Die Sporangienmembran ist hellgelb gefarbt. Die Rhizoiden 
entspringen an mehreren Stellen der Sporangienoberfliche. Wachsen die 
Sporangien dicht gedrangt, so sind sie nur mit einem kraftigen basalen 
Rhizoid im Substrat befestigt. An einer Stelle des Sporangiums, die oft 
papilenartig vorgewolbt ist, schmiegt sich der Wand innen eine ++ 
linsenférmige, hyaline Masse an. Hier 6ffnet sich spaiter das Sporangium. 
Die hyaline Matrix hilt zunachst die schliipfenden Schwarmer ein, 
zerflieBt dann langsam und gibt die Zoosporen frei. Die Schwarmer sind 
kugelig, Durchmesser 2,5—3 4, opisthokont. Die GeiBel ist 25—30 
lang. Am GeiBelpol liegt ein kleiner (Durchmesser etwa 0,8 1) matt- 
glainzender Globul, dariiber ein dunkler erscheinender Kérper (Kern- 
kappe?). Die Sporangiendffnung ist bei groBen Sporangien 14—15 wu 
weit. Dauersporen glattwandig oder mit sehr flachen Buckeln, dunkel- 
braun, Inhalt kérnig, Durchmesser bis zu 17 4. Die Dauersporen ver- 
halten sich wie Prosporangien. 

Die Art hat kleinere Zoosporen als Rh. petersenii Sparrow und Rh. ingoldii 
Sparrow (Sparrow 1957). Der Globul der Zoosporen ist farblos, wihrend die Schwar- 
mer von Ih, petersenii einen rotbraunen Globul besitzen. Die Sporangien, die nur 
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ein basales Rhizoid gebildet haben, gleichen Sporangien von Rhizophydiwm chatino- 
philum Antikajian. Die Zoosporen des Stammes C 11 sind ebenso groB und besitzen 
den gleichen inneren Bau wie die Zoosporen von Rhizophydium chitinophilum. Da 
in der Regel aber viele Rhizoiden iiber die Oberflache der Sporangien des Stammes 
C 11 verteilt sind, soll die fragliche Art einstweilen in der Gattung Rhizophlyctis 
untergebracht werden. 


Vorkommen: Finca San Pablo bei Alban in der Ostkordillere Columbiens, unter 
Bananenstauden, 1800 m ti. M., 10. 8. 1953. 


Rhizophlyctis sp. N 33 wachst saprophytisch auf gereinigtem Krabben- 
chitin. Die Sporangien sind mehr oder weniger in das Substrat eingesenkt, 
da sich Zoosporencyste und Keimschlauch an ihrer Bildung beteiligen. 
Die Sporangien sind farblos oder bla®gelb bis gelbbraun gefarbt, kugelig 
(Durchmesser 12 bis iiber 100 4, meistens 22—37,5 1), ellipsoidformig 
(20,5—53 u xX 25—66 y), ei- oder birnférmig mit einem 5—42,5 u langen 
und 7,7—17 y breiten Entleerungshals, seltener mit 2 oder 3 Entleerungs- 
halsen. Die Spitze des Entleerungshalses ist von hyaliner Matrix erfiillt. 
Diese schleimige Substanz umgibt die Zoosporen, wenn sich das Spo- 
rangium entleert. Schwimmende Zoosporen sind oval (Durchmesser der 
abgekugelten Schwarmer 4,5—5 yw). Der farblose oder blaBgelbe Globul 
liegt in der Nahe des GeiBelinsertionspunktes (Durchmesser 0,8—1,7 1). 
AuBerdem sind im Plasma der Zoosporen noch einige Grana und eine 
Kernkappe vorhanden. Die ZoosporengeiBel ist 29—34 wu lang. Meistens 
bleiben einige Zoosporen im Sporangium zuriick und wachsen dort zu 
neuen Pflinzchen heran. Die Rhizoide haben haufig stark verdickte 
Membranen, hin und wieder sind sie auch in mehr oder weniger regel- 
maBigen Abstanden spindelformig erweitert. Die Globuli der Zoosporen 
bleiben immer blaB, gleichgiiltig, ob die Sporangien im Licht oder im 
Dunkeln, bei 25°C, 22°C oder 5°C herangezogen werden. 


Rhizophlyctis sp. N 33 gleicht weitgehend Rh. petersenii Sparrow. Die Zoosporen 
von Rh. petersenii haben aber einen orange-braunen Globul, und die Sporangien 
dieser Art sind nicht in das Substrat eingesenkt. Rh. sp. N 33 besitzt im Gegensatz 
gu Rh. ingoldii Sparrow glattwandige Sporangien. 

Vorkommen: In Mudde aus zwei Tiimpeln bei Vent im Otztal, 1840 und 1870 m 

Rhizophlyctis sp. E 1. Diese Art sieht Karlingia rosea taiuschend 
ahnlich, gedeiht aber nicht auf cellulosehaltigen Substraten, sondern auf 
Chitin. Die Sporangien besitzen haufig nur ein basales Rhizoid und sind 
dann lang gestielt. Das Plasma der Sporangien ist gelblich, rosa oder 
hellorange gefarbt. Ehe die Zoosporen ausdifferenziert werden, verblaft 
die Farbe. In den + langen Entleerungshalsen wurden niemals ein- 
gesenkte Opercula beobachtet. Die kugeligen oder ovalen Dauersporen 
haben eine mehrschichtige Membran. Die innere Schicht ist unregel- 
maBig gefurcht oder gefaltet, so daf die Dauersporen im optischen 
Schnitt eine wellige innere Kontur besitzen. Ein orangefarbener, stark 
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lichtbrechender Globul erfiillt ihr Lumen. Die Dauersporen sind Pro- 
sporangien. 

Ahnlich strukturierte Dauerorgane und dhnlich gestaltete Sporangien wie 
Rhizophlyctis sp. E 1 besitzt Entophlyctis aurea Haskins. Entophlyctis aurea gedeiht 
aber auf cellulosehaltigen Substraten, nicht dagegen auf Insektenexuvien. AuBerdem 
entwickeln sich die Sporangien bei dieser Art endobiotisch aus einer Anschwellung 
des Keimschlauches. 


Vorkommen: Quebradarand am Osthang des Pichincha-Rucu in Ecuador, 
3600 m ii. M., 29. 6. 1952. 


Abb.4 
Rhizophlyctis sp. (keratinophil) ; a Sporangium auf Ginsefeder ; bleeres Sporangium ; cu.d Dauersporen 


Rhizophlyctis sp. (keratinophil) (Abb.4). Sporangien epi- oder inter- 
biotisch, mit glatter, farbloser Membran, kugelig (Durchmesser 12 bis 
33,5 uw), elliptisch (10—35 « 12—44 ), oval, birnformig oder obpiriform ; 
Sporangienwand mit 3—18 Poren, in denen kurze hyaline Pfropfen 
sitzen (Abb.4a). Wenn die Sporangien auf den Haaren oder Federn 
dicht gedrangt wachsen, bilden sie 5—15 wu lange, gerade oder gekriimmte, 
manchmal verzweigte, schmale Entleerungshalse, die weder von dem 
fein granulierten Plasma noch von einer hyalinen Matrix erfiillt werden. 
Der Gallertpfropf, der ihre Offnung verschlieBt, ist sehr kurz. Die kuge- 
ligen Zoosporen, Durchmesser 2—3y, haben einen mattglinzenden, 
winzigen Globul und eine bis zu 14 « lange Peitschengeifel; die Peitschen- 
schnur ist 3—3,5 u lang (Farbung nach Coucn 1941). Die Zoosporen 
verlassen das Sporangium einzeln durch mehrere Poren. Die Rhizoiden 
sind verhaltnismaBig fein, Durchmesser 1—2, am Ursprung, und 
dichotom verzweigt. Dauersporen kugelig, Durchmesser 13,6—18,7 1, 
braun, dickwandig, Plasma sehr fein und dicht granuliert mit zentraler 
,, Vacuole“‘ (Abb.4c, d), Keimung nicht beobachtet. 
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Die Art unterscheidet sich von Formen, die Karlingia rosea ahneln und auch 
zahlreiche Poren oder Entleerungshalse besitzen (SpaRRow 1953, 1957), durch 
kleinere, mit einem farblosen Globul versehene Zoosporen. Die Sporangien einer 
ebenfalls von Sparrow 1957 auf Insektenfliigeln gefundenen ahnlichen Form mit 
mehreren Papillen hatten jedoch eine gefarbte und skulpturierte Membran. 

Vorkommen: Acker bei Steinach in Tirol, 1340 m ii. M., 20. 8. 1954; Bergweide 
bei Vent im Otztal, 2200 m, px 6,9, Aug. 1953. 


Chytridiaceae 

Chytridium sp. 2307 (Abb.5). Sporangien epibiotisch, farblos, kugelig 
(15—32 « Durchmesser), stumpfeckig (Abb.5c), Durchmesser 18—34 pu, 
oder eiformig (Abb.5b). Die 
Sporangienmembran ist glatt 
und farblos. Sie verschleimt an 
1—3 (5) Stellen und bildet so 
Gallerthauben, unter denen je 
ein Operculum angelegt wird 
(Abb.5b). Die uhrglasformigen 
Opercula haben einen Durch- 
messer von 2,5—10 u, meistens 
7—8,5u. In den kugeligen Zoo- 
sporen, Durchmesser 3—4 pu, 
liegt ein 1,5 dicker Globul. Die 
Zoosporengeibel ist 25 u lang. 
Die Rhizoiden sind nur wenig 
verzweigt. Die Hauptachse ist 
zylindrisch oder riibenformig. 

Chytridium sp. 2307 unterscheidet 
sich durch seine multioperculaten 


Sporangien von anderen Chytridiwm- — Abb.5. Chytridium sp.2307. a junges Pflinzchen auf 


. Pinus-Pollen; b etwas fortgeschritteneres Stadium, 
Arten.Ch. suburceolatum Willoughb y unter dem Schleimpfropf ist schon das Operculum 


(WILLOUGHBY 1956) bildet nur angelegt; c die Opercula sind freigelegt 
gelegentlich 2 Opercula, wachst para- 
sitisch und hat kleinere Sporangien. 


Vorkommen: In Erdproben, die unter Saxifraga-Arten und Moos auf Felsbandern 
und aus Felsspalten im Wallis und (tztal entnommen wurden, zwischen 3095 m und 
3735 m i. M. 

Chytridium sp. N 1. Sporangien elliptisch, eiformig oder obpiriform 
(lange Achse steht senkrecht auf der Substratoberflache) mit einem 
apikalen Operculum; Sporangienmembran farblos; Zoosporendurch- 
messer 4 2, Zoosporen mit deutlichem Globul und sehr langer Geifel; 
Rhizoid sehr diinn, wenig verzweigt; haufig waren die Sporangien von 
alten Sporangienhiillen umgeben. 

Vorkommen: Erde aus 10 cm Tiefe unter Juniperus nana in emem Erlengebiisch 
bei Vent, 1860 m it. M., px 5,6; 6. 9.1953; Kar unterhalb der Alpspitze im Wetter- 
steingebirge, etwa 2300 m u. M., pu 7,8. 
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Chytridium sp. 1533. Die Sporangien fallen durch ihre ziemlich stark 
lichtbrechende, gelbliche Membran auf. Sie sind kugelig, Durchmesser 
13,5—32 yw; an ihrer Basis entspringt ein starkwandiges Rhizoid, dessen 
sporangiennaher, unverzweigter Abschnitt etwas angeschwollen ist. 
Etwa ein Mikron groBe Globuli sind im Plasma der reifen Sporangien 
gleichmaBig verteilt. Unter Umstinden lést sich ein kalottenformiges 
Stiick von der Sporangienwand und klappt wie ein Deckel zuriick, so 
da®B die Masse der noch aneinanderhaftenden Zoosporen herausquellen 
kann. Eine Schwarmblase wird nicht gebildet. Die kugeligen Zoosporen, 
Durchmesser 3,4 , haben einen mattglinzenden Globul und eine lange 
SchubgeiBel. Der Durchmesser des Operculums betragt 8,5—15,3 w. 
Dauersporen sind nicht bekannt. 

Vorkommen: Gerstenfeld bei Steinach in Tirol, 1340 m ii. M.; dicht bewachsener 


FluBschotter, unter Parnassia palustris und Polytrichum, 1860 m, Otztal; ge- 
diingte Mahwiese bei Vent im Otztal, 1900 m, px 6,1. 


Chytriomyces mortierellae n. sp.1 (Abb.6 u. 7). In fast allen Ansatzen 
einer Erdprobe vom Gipfel des Piz Buin aus 3300m Hohe traten an 
untergetauchten Hyphen von Mortierella cf. hygrophila Linnemann 
Gallen auf, die offenbar von einer parasitischen Chytridiale hervor- 
gerufen waren. Auf den hypertrophierten Hyphenabschnitten saBen 
kugelige oder mehr oder weniger eckige operculate Sporangien, die ein 
reich verzweigtes intramatrikales Rhizoidensystem hatten. Durch seine 
operculaten Sporangien unterscheidet sich der Pilz von Rhizophydium 
mycetophagum Karling, das die Conidiophoren von Choanephora sp. 
befallt. 

Entwicklung: Mortierella cf. hygrophila wurde in Reinkultur auf dem 
fiir Mucorineen gebrauchlichen Malz-Pepton-Agar geziichtet. Abimpfun- 
gen von solchen Reinkulturen auf Hanfsamenstiickchen wurden im 
Hangetropfen (Quellwasser) mit reifen Sporangien von Chytriomyces 
mortierellae beimpft. Um eine starke Bakterienentwicklung zu verhindern, 
wurden die Mycelwatten im Hangetropfen taglich vorsichtig mit sterilem 
Wasser abgespiilt. 

An den Wirtshyphen zur Ruhe gekommene Zoosporen treiben einen 
kurzen Keimschlauch durch die Wirtszellwand (Abb.6a). Dabei wird 
anscheinend ein geringer Teil des Globuls der Zoospore verbraucht. Der 
Keimschlauch ist nur sichtbar, wenn die keimende Zoospore auf einer 
alten Galle sitzt, deren Plasma schon weitgehend aufgezehrt ist. Nach 
Austreiben des Keimschlauches wachst die Zoospore allmahlich zu einem 
kugeligen Blischen heran, in dessen Plasma neben dem urspriinglichen 


* Nach Abschlu8 des Manuskriptes wurde gefunden, daB Chytriomyces mortie- 
rellae schon von WILLOUGHBY 1958 beschrieben worden ist. Da WiLLOUGHBY jedoch 
keine Dauersporen beobachtet hatte, konnte er seinen Pilz nicht sicher systematisch 
einordnen; er hat ihm daher auch noch keinen Namen gegeben. 
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Globul neue stark lichtbrechende Trépfchen auftreten (Abb. 6b). SchlieB- 
lich ist das junge Sporangium bis auf einen schmalen Saum hyalinen 
Plasmas mit unregelmaBig verteilten und verschieden grofen Trépfchen 
erfiillt (Abb.6c). Im ausgewachsenen Sporangium verteilen sich die 


(bee hype tiie it SS) 
0 10 £0 JOM 


Abb. 6. Chytriomyces mortierellaen.sp. a—d Sporangienentwicklung, Erlauterung im Text; b wurde 
4,5 Std spiter als a gezeichnet; ¢ 24 Std spiter und Abb.7a 30 Std spater 


Globuli allmahlich wieder, bis das Plasma gleichmaBig fein granuliert 
erscheint (Abb.7a). Das reife Sporangium hat eine glatte, farblose 
Membran, ist infolge der grofen kantigen Opercula mehr oder weniger 
eckig und haufig breiter als hoch. Der Durchmesser der Sporangien 
variiert von 7—40 yu. MittelgroBe Sporangien besitzen meistens 3—4, die 
groBten bis zu 7 flache, becherformige Opercula. Die kleinsten Sporan- 
gien haben nur ein Operculum. In den reifen Sporangien zeichnen sich 
um die nun regelmaBig im Plasma verteilten Globuli schwach die Kon- 
turen der Zoosporen ab. Die Sporenmasse driickt schlieBlich ein oder 
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seltener 2 Opercula heraus und quillt durch die so entstandenen 3,5 bis 
10  weiten Poren. Vor der Offnung bleiben die Zoosporen einige Sekun- 
den oder langer in kugeliger Anhiufung liegen, ehe sie beweglich werden, 
ihre GeiBeln aus der Masse befreien und davonschwimmen. Im Sporan- 
gium zuriickgebliebene Zoosporen schwirmen einzeln durch die Poren 
aus. Die Opercula der nicht 
zum Schwirmen benutzten 
Poren werden haufig in das 
Sporangium hineingesogen 
(Abb.7b), wie es JOHANSON 
(1944) fiir Karlingia rosea 
beschrieben hat. Die Zoo- 
sporen haben einen etwa 
1—1,5 ~ groBen, exzentrisch 
liegenden Globul, eine un- 
gefahr 174 lange Schub- 
geiBel und, wenn _ sie 
schwimmen, elliptischen 
Umrif (2,5 x 3,5 uw). Das 
Rhizoidensystem ist inleeren 
Gallen gut sichtbar. An der 
Basis des Sporangiums ent- 
springt ein kurzer Rhizoiden- 
stamm, der sich biischelig 
verzweigt. Die einzelnen Aste 
des Rhizoidenbiischels ver- 
zweigen sich dichotom. 

In einigen Wochen alten 
Kulturen entwickeln sich 
Abb.7. Chytriomyces mortierellae n, sp. a reifes Sporan- Dauersporen. Sie sind kuge- 
gum; eeres Sporangium, ip einem Inerenin teed ig, glattwandig, farblos und 

haben 4—15u Durchmesser. 
Ihr Plasma erscheint durchgehend granuliert oder mit einem peripheren 
Kranz hyaliner kugeliger Kérnchen. Das Rhizoidensystem ist weniger 
stark entwickelt als bei den Sporangien (Abb.7b). Die Dauersporen 
keimen mit einem Sporangium, das unmittelbar auf der leeren Hiille der 
Spore sitzt. Sexualitét wurde nicht beobachtet. 

Beziehungen zwischen Wirt und Parasit: 

1—2 Std nachdem die Zoospore sich auf der Hyphe festgesetzt hat, 
manchmal auch erst spater, ist eine leichte Aussackung der Hyphe an der 
Seite festzustellen, die der Zoosporen-Anheftungsstelle gegeniiberliegt. 
Ist das Hyphenstiick nur einseitig befallen, so wachst die Aussackung 
allmahlich zu einer fast halbkugeligen Galle aus (Abb.6d). Bei mehr- 
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seitigem Befall entstehen spindelférmige bis kugelige Anschwellungen. 
Eine merkliche GréBenzunahme der zum Sporangium heranwachsenden 
Zoospore setzt erst ein, wenn die Gallen etwa die Halfte ihres endgiiltigen 
Durchmessers erreicht haben. Das Plasma der hypertrophierten Hyphen 
bleibt zunachst fein granuliert, nimmt dann allmahlich grébere Struktur 
an und erscheint wesentlich dichter (Abb.6c). SchlieBlich treten Vacuolen 
und fettig erscheinende Tropfen auf. Bei starkem Befall (die Zoosporen 
besiedeln mit Vorliebe bereits ausgebildete Gallen) wird das Plasma der 
Gallen fast vollstandig aufgezehrt. 

Chytriomyces mortierellae lief sich auf Zygorhynchus sp. und Mucor 
hiemalis iibertragen. An beiden Wirten rief der Parasit keine oder nur 
geringfiigige Hypertrophie der Hyphen hervor. Nicht befallen wurden 
Saprolegnia sp., Pythium proliferum und toter Pinus-Pollen. 

Der Parasit von Mortierella besitzt epibiotische operculate Sporangien, 
ein von einem Punkte des Sporangiums ausgehendes intramatrikales 
Rhizoidensystem, bildet asexuell extramatrikale Dauersporen, die mit 
einem Sporangium keimen und ist daher in die Gattung Chytriomyces 
einzuordnen. 

Von Chytriomyces parasiticus Karling, das Aphanomyces befallt, sowie von dem 
weiter unten beschriebenen parasitischen Chytriomyces reticulatus, Chytriomyces 
jabellariae Canter, den saprophytischen Arten mit Ausnahme von Ch. fructicosus 
unterscheidet sich Ch. mortierellae durch die Vielzahl seiner Opercula. Chytriomyces 


fructicosus Karling pildet 1—3 Opercula, hat jedoch gréBere Zoosporen, meistens 
eine Apophyse und im Gegensatz zu Ch. mortierellae stachelige Dauersporen. 


Chytriomyces mortierellae 0. sp. 


Die extramatrikalen Sporangien sind kugelig, Durchmesser 7—40 mw, glattwandig 
und farblos. Sie haben (1) 3—4 (7) becherférmige Opercula. Die ovalen Zoosporen, 
2,5 3,5 4, haben einen 1—1,5 w groBen, exzentrisch liegenden Globul und eine 
etwa 174 lange SchubgeiBel. Die intramatrikalen Rhizoide sind reich verzweigt. 
Dauersporen kugelig, Durchmesser 4—15 yu, farblos, glattwandig. Ihr Plasma ist 
gleichmaBig granuliert, oder es ist eine periphere Schicht kleiner hyaliner Kérnchen 
vorhanden. Die Dauersporen sind. Prosporangien. Der Pilz ruft Gallen an den Hyphen 
von Mortierella hervor. 

Thallus constat ex sporangio extramatricali et rhizoideis intramatri- 
calibus copiose ramosis. Sporangia, 7—40 diametro, cum membrana 
levi sunt globosa et hyalina. (1) 3—4 (7) opercula cyathiformia habent. 
1—2 operculis extrusis zoosporae emergunt, primo velut massa globosa 
ad orificium haerent. Zoosporae ovales, 2,5X3,5 “4, globulo lucem 
infringente, 1—1,5 u diametro, et flagello ~17 uu longo praeditae sunt. 
Sporae perdurantes sunt globosae et leves et hyalinae, 4—15 u diametro et 
completae sunt granulis vel habent stratum globorum minorum modo 
parietale. In germinatione pars interior emergit, ut zoosporangium in 
superficie sporae perdurantis existat. Fungus in hyphis Mortierellae 


tumores fecit. 


2 
Arch. Mikrobiol., Bd. 36 20 


296 INGETRAUD PERSIEL: 


Vorkommen: Parasitisch auf Mortierella ef. hygrophila Linnemann, die aus Erde 
vom Gipfel des Piz Buin/Silvretta aus 3300 m Hohe isoliert wurde. 
Chytriomyces reticulatus n. sp. (Abb.8). Diese Art lebt parasitisch auf 
Pythium proliferum de Bary und wurde erstmals aus Erde isoliert, die 
einem Blumentopf in Got- 
; tingen entnommen war. 
0} Die meist kugeligen 
Sporangien erreichen tiber 
30, Durchmesser. Ihre 
e Membran ist glatt und 
farblos. Sie sitzen auf einer 
bis zu 3,5 uw groBen extra- 
matrikalen Apophyse, von 
deren Basis ein Rhizoid 
entspringt, das sich inner- 
halb der Wirtshyphe wenig 
verzweigt. Schwarmreife 
Sporangien entwickeln sich 
aus der encystierten Zoo- 
spore innerhalb von etwa 
24 Std (Abb.8a—d). Die 
Vorginge, die sich dabei 
im Plasma abspielen, wur- 
den schon haufig beschrie- 
ben, auf ihre Darstellung 
soll daher verzichtet wer- 
den; sie sind in groBen 
Ziigen auch bereits bei 
Chytriomyces mortierellae 
behandelt worden. Die Um- 
risse der Zoosporen treten 


Abb. 8. Chytriomyces reticulatus n. sp. a—c Sporangien- 4 ‘ 
entwicklung; d leeres Sporangium, Operculum kollabiert; im Sporangium erst deut- 


e Zoospore; f ruhendes und gekeimtes Dauersporangium lich hervor, kurz bevor sich 
> 


das Sporangium 6ffnet. Die 
obere Halfte der Membran wird dabei anscheinend gedehnt, bis ein 
kalottenformiges Stiick der Membran abrei8t und die Zoosporenmasse 
hervorquillt. Die Zoosporen schwimmen nach einer wenige Sekunden 
dauernden Ruheperiode davon. Das kappenférmige Membranstiick wird 
meist vollstaéndig vom Sporangium losgelést und kollabiert sofort 
(Abb.8d), gelegentlich bleibt es aber auch an einer Stelle mit dem 
glockenformigen Restsporangium verbunden. Die kugeligen Zoosporen 
haben 2,5—3,5 « Durchmesser, einen ungefahr 1 1 groBen exzentrischen 
Globul und eine 15—18 lange GeiBel (Abb. 8e). 


Beschreibung neuer Arten der Gattung Chytriomyces 297 


Dauersporen entwickeln sich in den Kulturen nach einigen Wochen. 
Sie sitzen meist dicht gedrangt, sind kugelig und haben eine zweischich- 
tige, farblose bis gelbliche Membran. Die duBere Schicht hat prismatische 
Struktur und ist haufig kaum wahrnehmbar, kann aber auch bis zu 
6 dick werden (Abb.8f). Ohne die prismatische Schicht haben die 
Dauersporen 7—17 «z, die AuBenschicht mitgemessen meistens 12—23 u 
Durchmesser. In Aufsicht erscheinen netzformige Leisten auf der Dauer- 
sporenmembran. In dem fein granulierten Plasma der Dauersporen 
liegt zentral oder meist exzentrisch ein groBer Globul. Die Dauersporen 
keimen mit einem Sporangium. 


Parasitierte Hyphen von Pythium proliferum de Bary verzweigen sich 
stark und hypertrophieren in geringem MaBe (Abb.8c). Chytriomyces 
reticulatus befallt auch die Wirtssporangien. 


Sterilisierter Pinuws-Pollen lieB sich nicht mit dem Pilz infizieren. 


Die Art steht Chytriomyces parasiticus Karling nahe, zeigt gegeniiber letzterem 
aber einige Besonderheiten: Eine Schwirmblase wurde bei Ch. reticulatus nie 
beobachtet. Bei Chytriomyces reticulatus ist das Operculum sehr diinnhautig und 
kollabiert nach der Loslésung vom Sporangium, wahrend es bei Ch. parasiticus 
starr ist. Die Zoosporen von Ch. reticulatus haben einen etwa doppelt so groBen 
Globul wie die Zoosporen von Ch. parasiticus. 

Der ganze Schwarmvorgang bei Ch. reticulatus erinnert an den von Rhizophydium 
echinatum (Dang.) Fischer. DaNnGEaRD (1888) schreibt, ,,partie terminale du 
sporange s’enlevant en forme de calotte pour la sortie des zoospores.‘ 


Chytriomyces reticulatus n. sp. 


Sporangien kugelig, Durchmesser 8,5—30, farblos, epibiotisch, mit glatter 
Membran und extramatrikaler Apophyse, parasitisch auf Pythiwm proliferum. 
Unter geeigneten Bedingungen reift ein kappenférmiges Membranstiick des reifen 
Sporangiums ab. Durch die so entstehende weite Offnung quellen die Zoosporen 
hervor. Zoosporen kugelig, Durchmesser 2,5—3,5 , mit emem farblosen Globul und 
einer 15—18 w langen Schubgeifel. Membran der kugeligen Dauersporen, Durch- 
messer 12—23 w, mit netzformig angeordneten Leisten; im feingranulierten Plasma 
der Sporen liegt ein grofer farbloser Globul. Die Dauersporen keimen mit einem 
Sporangium. 

Fungus parasiticus, sporangiis globosis extramatricalibus, apophy- 
satis, hyalinis, diametro 8,5—30 ; membrana levi; summo pariete 
abrupto zoosporae emergunt. Zoosporis hyalinis, sphaericis, 2,5—3,5 
diametro, cum globulo refractivo singulo, cilio posteriore affixo, 15—18 wu 
longitudine. Sporis perdurantibus, parietibus crassis regulis reticulatis, 
globosis cum singulis globulis hyalinis refractivis, 12—23 « diametro. 
In germinatione pars interior sporae emergit, ut sporangium in super- 
ficie existat. 

Vorkommen: Blumentopf in Gottingen; Gerstenfeld bei Heiligkreuz im Otztal, 


1740 m it. M.; px 6,1; 23.8.1954. 
20* 
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Hinsichtlich des Schwarmvorgangs, der Ausbildung eines diinnen, kollabierenden 
Operculums gleichen die beiden folgenden Arten dem Chytriomyces reticulatus. Sie 
unterscheiden sich von dieser Art durch andersartige bzw. fehlende Skulpturierung 
der Dauersporenmembran und ihre saprophytische Lebensweise. * a 

Chytriomyces mammilifer n. sp. (Abb.9 u. 10). Charakteristisch fir 
diesen mit Pinus-Pollen in Quellwasser gekéderten Pilz sind die warzigen 

\ 


c 


Abb.9. Chytriomyces mammilifer n.sp. a reifes Sporangium; b schwairmende Zoosporen; c leeres 
Sporangium, _Operculum kollabiert, der Rand des tief schiisselférmigen Restsporangiums ist 
zuriickgeschlagen; d unvollstiindig gedffnetes Sporangium; alles auf Pinuws-Pollen 


Dauersporen. In der Rohkultur erreichen die hyalinen, warzigen Er- 
hebungen auf der Membran der Dauersporen eine Liinge von 3—4y und 
einen Durchmesser von 2—3 uw (Abb.10a). In den Isolierungen bleiben 
die Warzen wesentlich kleiner, hiufig ist sogar die Membran nur leicht 
ausgebuchtet (Abb.10c,d). Im Plasma junger Dauersporen liegen 
mehrere grofe, stark lichtbrechende Globuli (Abb. 10b), die sich spater 
zu einem groBen Globul vereinigen (Abb. 10c). Bei der Keimung zerfallt 
der Globul wieder in mehrere kleine Globuli; in der Wand der Dauer- 
spore bildet sich ein Porus, durch den der Inhalt ausschliipft und zum 
Keimsporangium wird (Abb.10d). Die Dauersporen haben (einschlieB- 
lich Warzen) 7—20 »« Durchmesser, die Keimsporangien 7—17 wv. 
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Die Sporangien sind vorwiegend kugelig und haufig gestielt. Die Mem- 
bran der Sporangien ist farblos und glatt. Der Durchmesser variiert von 
7—35 u. Das intramatrikale Rhizoid ist wenig verzweigt. Das entleerte 
Sporangium ist tief schiisselformig, der Rand rings um die Offnung 
zuriickgeschlagen (Abb.9b,c). Die kugeligen Zoosporen, Durchmesser 
3,5—4,5 u, haben einen exzentrischen 1,5—2,5 uw groBen Globul und eine 


0 10 


Abb.10. Dauersporen yon Chytriomyces mammilifer n.sp. a Dauerspore mit gut ausgebildeten 
Warzen; bu. ¢ weniger charakteristische Dauersporen, b noch in Entwicklung, ¢ fertig ausgebildet; 
d keimende Dauerspore, friihes Stadium 


ELI 


25 uw lange SchubgeiBel (Abb.9b). Sie bleiben 1—2 min unbeweglich vor 
dem Sporangium liegen, ehe sie davonschwimmen. Abb.9d zeigt ein 
Sporangium, das sich nur unvollstandig gedffnet hat. 


Chytriomyces mammilifer unterscheidet sich von dem ahnlichen Rhizophydium 
echinatwin (Dangeard) Fischer durch seine kugeligen, groBeren, saprophytisch 
lebenden Sporangien. Der Inhalt der Dauersporen von Rhizophydium echinatum ist 
auBerdem grob granuliert. 

Vorkommen: In Erdproben aus 3600—4000 m ii. M. vom Pichincha-Rucu in 
Ecuador: Quebradarand, Weizenfeld und Paramo, 29. 6. 1952. 


Chytriomyces mammilifer n. sp. 

Saprophytisch auf Pinus-Pollen lebender Pilz; Sporangien vorwiegend kugelig, 
Durchmesser 7—35 /, extramatrikal, farblos, ohne Apophyse, haufig gestielt; sie 
éffnen sich, indem ein kalottenformiges Stiick der Membran abreiBt; Zoosporen 
farblos, kugelig, Durchmesser 3,5—4,5 wu, mit einem glanzenden Globul und einer 
15—18 mw langen SchubgeiBel; Dauersporen kugelig, 7—20 yu Durchmesser, mit 
einem stark lichtbrechenden Globul und warziger Membran; sie keimen mit einem 
Sporangium. 

Fungus saprophyticus ; sporangiis extramatricalibus, non apophysatis, 
plerumque cum petiolis, globosis, hyalinis, diametro 7—35 u; rhizoideis 
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ramosis; summo pariete abrupto, zoosporae emergunt. Zoosporae sunt 
hyalinae et sphaericae, 3,5—4,5 4 diametro, cum globulis refractivis 
singulis, et habent flagellum 15—18 ~ longum in parte posteriore. Sporis 
perdurantibus, parietibus verrucosis, globosis, 7—20 4 diametro, cum 
singulis globulis refractivis hyalinis. In germinatione pars interior emergit, 
ut sporangium in super- 
ficie sporae existat. 


Chytriomyces _ valle- 
siacus n. sp. (Abb.11). 
Die extramatrikalen 
Sporangien sind _ vor- 
wiegend kugelig, seltener 
verkehrt-eiformig oder 
breit-elliptisch, messen 
10—30,5 uw,  meistens 
18,5—25,5 uw im Durch- 
messer und haben eine 
glatte, farblose Mem- 
bran. An der Basis des 
Sporangiums entspringt 
ein kraftiges Rhizoid, 
das sich innerhalb des 
Pollenkornes mehrfach 
verzweigt. Die mehr oder 
weniger lange Rhizoiden- 
hauptachse ist manch- 
mal riibig angeschwol- 
len. Abb. 1la—f zeigt 
verschiedene Entwick- 
lungsstadien des Pilzes. 
Das Sporangium 6ffnet 
sich in der fiir Chytrio- 


Abb. 11. Chytriomyces vallesiacus n.sp. a Zoospore; b bis . 
d Sporangienentwicklung; e leeres Sporangium; f Dauerspore myces reticulatus be- 


auf Pinus-Pollen schriebenen Weise. Das 


leere Sporangium ist 
urnenformig, der Rand wenig oder nicht zuriickgeschlagen (Abb. 11e). 
Die Offnung liegt apikal oder seitlich. Die kugeligen Zoosporen sind mit 
3—3,5 4 Durchmesser etwas kleiner als diejenigen von Chytriomyces 
mammilifer, Der exzentrische Globul der Zoospore mit etwa 0,8—1,5 
im Durchmesser; die SchubgeiBel ist 15—20 lang (Abb.11a). Die 
Dauersporen sind glatt, haben einen groBen zentralen Globul und keimen 
mit einem Sporangium. 
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Von den saprophytisch lebenden Chytriomyces-Arten hat nur Ch. hyalinus 
Karling vorwiegend kugelige Sporangien ohne Apophyse, farblose Globuli und glatt- 
wandige Dauersporen mit einem zentralen Globul. Diese Art wachst aber auf 
Chitin, hat ovale und gréRere Zoosporen als Ch. vallesiacus, bildet eine Schwarm- 
blase, und unter dem starren Operculum liegt meist eine Zone hyalinen Plasmas. 
Die ahnlichen parasitischen Arten Ch. parasiticus Karling und Ch. closterti Karling 
haben kleinere Zoosporen. Bei Ch. parasiticus sind die Sporangien auBerdem 
haufig apophysat. 

Vorkommen: Von einer Erdprobe, die Anfang September 1956 an einem sid- 
exponierten Felsband am Rimpfischhorn im Wallis in 4160 m Hohe eingesammelt 
worden war, wurden von Mitte September bis Mitte Oktober 1956 auBer den tiblichen 
Ansitzen bei 22°C (PErsteL 1960) noch je 5 Ansatze bei 5°C und bei 10—15°C 
gemacht. Bei der vierten Durchsicht wurde in den Schalen, die bei 5°C auf- 
bewahrt worden waren, die neue Art entdeckt. Bei einer Wiederholung der 
Ansiatze bei niederer Temperatur im Februar 1957 erschien die Art auch in den 
Ansatzen bei 10—15°C. 


Chytriomyces vallesiacus n. Sp. 

Saprophytisch auf Pinus-Pollen lebender Pilz; Sporangien extramatrikal, ohne 
Apophyse, kugelig — Durchmesser 10—30,5 w, meistens 18,5—25,5 u — eiformig 
oder ellipsoidférmig, mit farbloser, glatter Membran; Rhizoiden verzweigt; 
Sporangien 6ffnen sich, indem ein kalottenformiges Membranstiick abreiBt; Zoo- 
sporen farblos, kugelig, Durchmesser 3—3,5 u, mit einem stark lichtbrechenden 
Globul und einer 15—20 pu langen SchubgeiBel; Dauersporen kugelig, mit glatter, 
dicker Membran und stark lichtbrechendem zentralem Globul; sie keimen mit 
einem Sporangium. 

Fungus saprophyticus ; sporangiis extramatricalibus, non apophysatis, 
globosis, diametro 10—30,5 «, plerumque 18,5—25,5 uw, ovalibus vel 
ellipsoideis, parietibus hyalinis et levibus; rhizoideis ramosis. Summo 
pariete abrupto zoosporae emergunt. Zoosporae sunt hyalinae et sphae- 
ricae, 3—3,5 4 diametro cum globulis refractivis singulis, et habent 
flagellum 15—20 yu longum in parte posteriore. Sporis perdurantibus, 
parietibus crassis, globosis, cum singulis globulis refractivis hyalinis. In 


germinatione pars interior emergit, ut sporangium in superficie sporae 
existat. 


ANISOCHYTRIDIALES 
Hyphochytriaceae 


Hyphochytrium sp. H 28 (Abb.12). In zahlreichen Ansatzen waren 
Pollenkérner von einem oder, wie es schien, mehreren olpidienartigen 
Thalli erfiillt. Eine genaue Musterung der befallenen Pollen und die 
Beobachtung friiher Entwicklungsstadien ergab dann aber, daB mehrere 
kugelige bis preit-ovale Sporangienanlagen (8,5—23 « Durchmesser, 
meistens 12—18 «) durch hyphenartige Thallusabschnitte miteinander 
verbunden sind (Abb. 12e). SchlieBlich, nach vielen vergeblichen Ver- 
suchen, die Pflinzchen zum Schwarmen zu bringen, konnte auch die 
Bildung der Zoosporen verfolgt und so der fragliche Pilz der Gattung 
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Hyphochytrium zugewiesen werden. Die Zoosporen (Abb. 12d) werden 
auBerhalb des Sporangiums ausdifferenziert (Abb.12c) wie bei Hypho- 
chytrium catenoides Karling, sind aber viel groBer (3—4 x 5—8 pu) als bei 
jener Art. Die vorne angeheftete GeiBel ist 8—10 u lang (gemessen an 
fixierten und gefarbten Zoosporen). Im Zoosporenkérper liegen mehrere 
glinzende Granula (Abb.12d). Hyphochytrium sp. H 28 lieB sieh nicht 
auf Chara sp. kultivieren. 


Abb.12. Hyphochytrium sp. H 28. au. b auf Corylus-Pollen keimende Zoosporen; ¢ Bildung der 
Schwiirmblase; d Zoospore; e u. f Entwicklungsstadien 


Der Thallus entwickelt sich in Pollenkérnern im wesentlichen so, wie es VALKANOV 
(1929) fiir H. hydrodictit beschrieben hat (Abb.12a, b, e, f). Nur scheinen bei 
H. sp. H 28 die leeren Zoosporencysten rasch zu vergehen. Friihzeitig wachst von 
der ersten Sporangiumanlage eine ,,Hyphe‘‘ aus, die terminal zu einer sekundiren 
Sporangiumanlage anschwillt, die ihrerseits wieder ein oder mehrere Fortsatze 
aussendet usw. (Abb.12e,f). Auch von der ersten Anschwellung kénnen noch 
mehrere Schliuche auswachsen. SchlieBlich entsteht auf PM-Agar ein Komplex 
von mehr als 100 Sporangienanlagen, in welchen sich das Plasma gesammelt hat, 
so daf sie nun durch leere schlauchférmige Thallusstiicke miteinander verbunden 
sind. Stark lichtbrechende, unregelmiBig verteilte Einschliisse kennzeichnen das 
Plasma junger Thalli ihnlich wie bei den Chytridiales, sind jedoch nicht so auffallig 
wie bei jenen. Das Plasma reifer Sporangien erscheint gleichmaBig fein granuliert. 
Bringt man sie von Agar in Quellwasser, so werden bald Zoosporen gebildet. Dauer- 
sporen sind nicht bekannt. 


Vorkommen: Der Pilz trat in Erden aus verschiedenen Biotopen der Alpen in 
Hoéhen von 1340 m bis zu 3270 mii. M. auf und wurde aus verschiedenen Béden des 
Karakorum-Himalaya, der ecuadorianischen und columbianischen Anden und des 
Hochlandes von Athiopien isoliert. 
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MONOBLEPHARIDALES 
Monoblepharidaceae 
Monoblepharis sp. E 5 (Abb.13). Der Pilz wurde nur in Rohkultur 
beobachtet. Die Oogonien stehen einzeln oder dicht gedrangt bis biische- 
lig. Sie sind vorwiegend birn-, selten keulenférmig, 14—22  breit und 
20—29 w lang. Sie haben eine breite, mehr oder weniger lange Befruch- 
tungspapille. Die cylindrischen Antheridien stehen epigyn, haben an der 


Abb.13. Monobdlepharis sp. E 5 


Basis 5—8,5  Durchmesser und sind 14—20 ju lang. Die runden, seltener 
ovalen Oosporen messen 13—20 4 im Durchmesser und bleiben im Oogon 
liegen. Spermatozoiden wurden nur einige Male beobachtet. Sie schliipfen 
unter starker améboider Gestaltverdnderung. Das abgerundete Sper- 
matozoid hatte etwa 7  Durchmesser. Hine GeiBel wurde nicht beobach- 
tet (Schadigung?). Das Spermatozoid kroch einige Sekunden amdoboid 
vor der Offnung des Antheridiums umher und blieb dann bewegungslos 
liegen. Je Antheridium scheinen nur wenige (zwei?) Spermatozoiden 
gebildet zu werden. Die asexuelle Phase wurde nicht beobachtet. 


Wegen der Ausbildung endogyner Zygoten ware die Art nach THomas-PEROTT 
(1955) dem Subgenus Monoblepharis zuzuordnen. Die Art besitzt glattwandige 
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Zygoten wie M. fasciculata Thaxter und M.insignis Thaxter, unterscheidet sich aber 
von beiden Arten durch kleinere Oosporen und anders gestaltete Oogonien. : 

Vorkommen: Monoblepharis sp. £5 entwickelte sich auf Hanfsamen in einigen 
Ansatzen zweier Erdproben aus der Péramoformation am Pichincha-Rucu in 
Ecuador, 3900 und 4000 m ii. M. 


Abb.14. Keratinophile Saprolegniacee. a Stiick eines in einer Giinsefeder wachsenden Thallus; 
b Cystosporen; c aus einer Cystospore geschliipfter Schwirmer; d Dauerorgane 


SAPROLEGNIALES 
Saprolegniaceae 

Keratinophile Saprolegniacee (Abb.14). Hyphen im Substrat reich 
verzweigt, ohne Querwande (Abb. 14a), Durchmesser 2—16 uw. Schwarm- 
vorgang nicht beobachtet, nur gelegentlich encystierte Zoosporen vor der 
Sporangiendffnung (Abb.14b); Cystendurchmesser 5—7; aus den 
Cysten ausschliipfende Schwirmer etwa 410 (Abb.14c). Asexuell 
gebildete Dauersporen mit skulpturierter Membran (Abb. 14d). 


Vorkommen: Weizenfeld und Paéramo am Pichincha-Rucu, Ecuador, 3700m und 
3900 m ii. M. 
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Zusammenfassung 


Es werden 4 neue, zur Gattung Chytriomyces gehérende Arten und 
16 nicht sicher bestimmbare Formen von Rhizophydium, Phlyctochytrium, 
Rhizophlyctis, Chytridium, Hyphochytrium, Monoblepharis und Sapro- 
legniaceen beschrieben. 


Herrn Professor Dr. R. HarpER danke ich fiir die Anregung zu dieser Arbeit. 
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The heterotrophic phytoflagellate Polytoma uvella is considered a de- 
scendent of the chlorophyllous photosynthetic Chlamydomonas of the class 
Chlorophyceae (Fritscu 1948). Its motile stage has a yellow-orange colour, 
while its resting stage is characterized by the production of cysts that are 
darker red (PRINGSHEIM 1926; STREHLOW 1929). 

A study of the carotenoids and other lipids of P. uvella was deemed 
interesting because the carotenoids of the flagellates have scarcely been 
investigated (GooDWIN 1952). The comparative biochemistry of the 
carotenoids of the phytoflagellates may contribute to establishing phylo- 
genetic relationships (Goopwryn 1952; Lworr 1951; Hurner and Pro- 
VASOLI 1951; SrRatn 1944). 


Experimental 


I. Cultivation 


The culture of P. wvella used was designated as “strain 7” by Prof. Dr. E. G. 
PRINGSHEIM and was obtained through his courtesy from the Type Culture Collec- 
tion of Algae and Protozoa, Botany School, Cambridge, England. Two culture 
media were used; both contained (°/, w/v): sodium acetate, 0.21; asparagine, 0.02; 
glycine, 0.2; glucose, 0.2; K,HPO,, 0.02; Na,CO,, 0.02; MgSO, - 7H,O, 0.01 in H,O. 

In addition, medium 1 (used in series 1) contained: FeCl,, 0.001; CaCl,, 0.001; and 
thiamin, 0.00013; medium 2 (used in series 2a and 2b) was supplemented with 10°/, 
(v/v) yeast extract (made by autoclaving 1 part of yeast with 5 parts of tap water at 
120°C. during 15 mins. and centrifugation, yielding an extract with a solid matter 
content of 2°/)). The py was adjusted to 7—7.5 before (20 min. 120°C.), and to 
7.5—8 after sterilization. 

The liquid media were inoculated with 1°/, (v/v) of a five-day old liquid culture 
grown in the following medium (°/, w/v): sodium acetate, 0.8; asparagine, 2.0; 
K,HPO,, 0.02; Na,CO,, 0.02; MgSO, - 7H,0, 0.01 in H,O. 

Cultures were grown in 300 to 1000 ml. Erlenmeyer flasks filled to !/,—1/, with the 
medium, at a temperature of 24° + 1°C., for about 3 weeks; at this time all the 
flagellates were encysted. Daylight was excluded. The strongly aerobic cultures 
were shaken by hand daily, in artificial light. 


* The experiments were carried out in 1951—1953. A preliminary communi- 
cation appeared in 1954, while a detailed description in the Dutch language was 
published in 1955 (Links, VerLoop and Havrnea 1954; Lryxs 1955). 
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At the end of the culture period most of the clear supernatant was removed by 
suction and the organisms were harvested by centrifugation. The orange-red mass 
was stored in a polyethylene bottle under N, at —10°C.1. 


Series 1 (150 1.) yielded 100 ml. wet Polytoma cells with a dry weight of 14 g- 
(determined after extraction of the lipids). For series 2a these figures were: 100 Ilse 
80 ml., and 12 g.; and for series 2b: 100 1., 55 ml., and 7.5 g., respectively. 


II. Materials and Methods 


A micro-method of circular chromatography, essentially similar to the 
one described by WriLtaMs, was used to select adsorbents and solvents 
(WriiraMs 1948; ZECHMEISTER 1954). The Ry values were slightly smaller 
than those with chromatography using columns (1 cm. diam.). We also 
used filterpaper (Whatman no. 1); here methanol gave a sharp separation 
of the unsaponifiable fraction into a red (Ry = 71) and yellow fraction 
(Rr = 63). 


The adsorbents used were Al,O, (Merck) standardized according to Brockmann, 
activity 1 (BRockMANN and ScHoppEr 1941, 1949); Ca(OH), (Hopkins and Wil- 
liams, reagent grade); CaCO, (Brocades, Stheeman and Pharmacia, dried for 3 hrs. 
at 150°C. (Stratn 1945); Ca,(PO,). (Kahlbaum; reagent grade); MgO (B.D.H., 
heavy quality Analar); and MgCO, (Harker, Stagg and Morgan Ltd., London, EI. ; 
heavy, dose 10 to 60 grains). We compared MgCO,, from several sources. The “Tight” 
qualities did not suit our purpose; the best “heavy” quality was the one mentioned. 
The solvents employed were spectroscopically pure ; purifications were carried out by 
distillation with a 1m. Widmer fractionation column. 


Absolute ethanol, permitting absorption measurements down to 220 mu, was 
prepared according to Vocur 1948 and PustEmer 1951. A reagent grade of methanol 
(Union Chimique Belge) was used. Pure petroleum ether (40—60°C.) was obtained 
from a benzene-containing technical grade by oleum treatment and filtration through 
silica gel (PESTEMER 1951; GRAFF, O’Conner and Skav 1944). Benzene was purified 
according to. VoGEL (1948); carbon disulphide according to PESTEMER (1951) and 
BERNHAUER (1947) ; ethyl ether and acetone according to VocEL (1948). “Wet ether”’ 
was obtained by distillation of peroxide-free ether saturated with water. 


Throughout, chromatographic separations were carried out in artificial light and 
under nitrogen. The flowing chromatogram technique was usually employed. Best 
results in preparing homogeneous columns, allowing constant flow velocities 
(especially with MgCO,), were obtained by filling the columns with adsorbent, tapp- 
ing the vertically held column on the table for a few minutes, replenishing, and 
again tapping. Flow velocities were controlled by means of N, under pressure 
(max. 7 cm. Hg) (REICHSTEIN and SHOPPEE 1949). 


The Beckman spectrophotometer, model D.U., was calibrated with the Hg- 
emission spectrum and the absorption spectra of purified samples of lycophene 
(SanpovaL and ZECHMEISTER 1949) and f-carotene (STRAIN 1945; Karrer and 
JuoKER 1948). Absorption maxima of carotenoids with a single broad top could be 
determined with an accuracy of approximately 2 mp. 


1 Keeping cultures at 24°C. after encystment resulted in loss of pigments in the 
course of a few months. This bleaching process was slowest when Polytoma was grown 
in a medium rich in asparagine (2°/)). 
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III. Extraction and separation of the carotenoids and the 
steroids from the fatty acids 


100 ml. organisms were suspended in 11. 12°/,) KOH in methanol, 
saturated with petroleum ether, and kept under nitrogen at room tempe- 
rature for 40 hrs. (see FRomAaGEoT and TcHANG 1938). 


Table 1. Scheme for the isolation of the lipids from Polytoma uvella 


Polytoma-culture 


| age of culture 2—3 weeks. 
Sedimented cysts 
| decantation: centrifugation. 
determination wet cell volume 
| extraction and saponification. 
alkaline methanolic solution of lipids with suspended cells. 


| centrifugation 
i \ 
lipids in alkaline methanol determination dry weight of cells 
| H,0 addition; ether extraction 
Y t 
light yellow aqueous phase bright red ether extract 
acidification; po = 3; {| evaporation 
ether extraction unsaponifiable fraction 
y 1 
light orange colourless H,O-phase addition of digitonin 
ether extract (not investigated) in ethanol; 
| centrifugation 
‘ | i | | 
saponifiable fraction orange-red ethanolic solution diottont 
; igitonides 
(fatty acids) 
| H,O addition; **rids 


| ether extraction 
carotenoids in ether 
evaporation; 
epi-hypophasic parti- 
tion (petr. ether/90°/, 


methanol). 
cee Y 
epiphasic hypophasic 
carotenoids carotenoids 


Dry weight was determined after centrifugation and an additional 
extraction of the greyish residue with peroxide-free ether. The methanolic 
and ethereal extracts were combined in a separatory funnel, and a 5-fold 
volume of boiled dist. water was added, yielding two layers. 

The water layer was further extracted with ether under nitrogen until 
the extracts were colourless. The combined red ether extracts were 
washed with dist. water and immediately evaporated to dryness under 
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reduced pressure in a stream of N,, yielding the unsaponifiable fraction 
(carotenoids and steroids). 

The light yellow water layer was adjusted to py 3.5 with 10°/) HCl, and 
extracted with ether. Subsequent evaporation of the ether extract 
yielded a reddish-brown acid fraction (m. p. about 40°C.). 


IV. Separation of carotenoids and steroids 


The absorption spectrum of the unsaponifiable fraction in petroleum 
ether showed maxima around 450 my, due mainly to carotenoids (RosEN- 
BERG 1945; LoorBourow 1943). 

The contaminating steroids could not be separated from the carotenoids 
by means of the adsorbents used in the chromatography of the latter 
group, and 3 ways of removing them were compared: freezing-out 
(Goopwin and Tana 1950); extraction (Haxo 1949); and digitonin 
precipitation (Braun 1949; Hastewoop 1947; WaGHORNE and Bau 
1952). 

Best results were obtained by precipitation of the steroids with digi- 
tonin in the following way. A solution of digitonin in 90°/, ethanol was 
added to a solution of the unsaponifiable fraction of series 1 and 2a in 
absolute ethanol in the proportion of 7 parts digitonin to 1 part “‘pro- 
vitamin D” at room temperature and in artificial light. The suspension 
was kept under nitrogen at —10°C. for 15 hrs., and centrifuged. The 
sediment was extracted with 90°/, ethanol and acetone and the extracts 
were combined with the initial orange-red ethanolic solution in a sepa- 
ratory funnel?. 

Following the addition of an equal volume of ether and of two volumes 
of H,O the red ether layer was collected, washed twice with H,O, and 
dried under reduced pressure in a nitrogen atmosphere, yielding 90—95°/, 
of the carotenoids originally present. 


V. Separation of the carotenoid mixture into its epiphasic and 
hypophasic constituents 

The carotenoids were subjected to an epi- /hypophasic partition (petro- 
leum ether 40—60°C. /90°/, methanol) (see Table 1). Spectroscopic 
measurement revealed that a relatively small amount of the steroids 
(5—10°/,; on a weight basis about equal to the amount of carotenoids), 
was still present in the epiphases. This contamination could not be re- 
moved by a second digitonin-treatment. However, these non-precipitable 
steroids did not interfere with the isolation and characterization of the 
pigments; they appeared in the same chromatographic fraction as pig- 
ment E (see below). The hypophases contained substances with a strong 
ultraviolet absorption below 250 my. 


1 The analysis of the digitonide precipitate will be described in a subsequent paper. 
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Results 
VI. The epiphasic pigments 

The epiphasic pigments of series 1 and 2a, dissolved in petroleum 
ether, were adsorbed on a Ca,(PO,). column and developed with petro- 
leum ether’. ; 

A yellow fraction (E. P.Y.) rapidly moved through the column, while 
a more strongly adsorbed complex red fraction (E.P.R.) was eluted 
with petroleum ether containing 25°/, ether. 

Because the absorption maxima of E.P.Y. from series 1 and 2a were 
identical, as were those of the corresponding E. P. R. and H. P. fractions, 
and because the relative concentrations of these components were similar 
in the two series, the two E.P.Y., E.P.R. and H.P. fractions, respec- 
tively, were combined. Their quantitative distribution is indicated in 
Table 2. 


Table 2. Amounts (ug) of the carotenoids in series I and 2a 


Isolated Total per ml Polytoma cells ___perg dry weight® 
Series no. 1 2a 1 2a 1 | 2a 
Unsaponifiable 
fraction? — ca. 5000 — 61 —_ 420 
#.P.Y.* 1000 800 10 10 a 65 
HSPLR. 3500 3600 35 45 250 300 
ds el Be 350 500 3.5 6.1 25 | 41 


1 Calculated on an assumed value of Eile at 450 my of 2500, the value 
for B-carotene. 

2 The corresponding values for the unsaponifiable fraction of series 2b were: 
3000 wg. total, 55 wg. per ml., and 400 wg. per g. dry weight. 

3 Dry weights of cells from series 1 and 2a, after extraction of the lipids were 
14 and 12 g. respectively. 

4 EPY = yellow epiphasic fraction; EPR = red epiphasic fraction; HP = hypo- 
phasic fraction. 


The yellow fraction of the epiphasic carotenoids (E.P.Y.) 


Resolution of this fraction was achieved by adsorption on a Ca(OH), 
column and development with petroleum ether. 

First a yellow zone was eluted (pigment A). A more strongly adsorbed 
orange zone was eluted with petroleum ether containing 10°/, (v/v) of 
ether (pigment B). Both pigments were purified by repeated chromato- 
graphy on Ca(OH)p. 


‘ In control series 2b, not further described here, only the four major pigments 
were isolated, while the analysis of the epiphasic pigments was simplified by extrac- 
tion of the polytomaxanthin from the petroleum ether epiphase with alkaline 90°/, 
methanol prior to chromatography (LirnxKs 1955). 


The carotenoids of Polytoma uvella 


311 
Pigment A 


The absorption spectra of pigment A in petroleum ether and CS, are 
reproduced in Fig. 1. Its epiphasic behaviour was the same toward neutral 
or alkaline 95°/, methanol. It was weakly adsorbed on CaCO, and 


Ca, (PO,)., but strongly on Al,Os, MgCO,, and Ca(OH), with a yellow 
colour. It was insoluble in 


methanol and_ ethanol, a 


a | | 
little soluble in petroleum | | | oa $97 
ether (lemon-yellow  co- | ber: <aabaitan 
g600 a cash 
lour), more soluble in | : \¥2 shy 
ether, and still more in | y etal \ 
CS, (pinkred colour). = qa <_ Sense BEE ae coed 
es a | eee Py a 
From the absorption | ae Vek 
curves (shape; max. ; high 2 ee ee cares / J \ | , 
Maposkenith 2 336mu{Bi) af lace) yA | hk 
max. = 0.41 in petroleum i \ \ 
ether) and the above P i 2 SE a eel 
mentioned observations it 200 500 pias S00 mp = 600 
was concluded that pig- , 
E a ie Fig. 1. U.V.-absorption spectra of pigment A in petroleum 
ment A is a cis-isomer of ether (40°—60°) (—-—) and CS; (— —) 


pigment B (f-carotene), 


and probably identical with neo-f-carotene-B (GooDWwIN 1952; KARRER 
and JucKER 1948; ZECHMEISTER 1949; PoLGaR and ZECHMEISTER 1942; 
Brcxorr, Wuirr, BevenvE and WILLIAMS 1948). 


Pigment B 


Its epiphasic behaviour was the same toward neutral or alkaline 95°/, 
methanol, and its absorption and solubility characteristics were similar to 


those of pigment A. The absorption spectra of pigment B 


in petroleum 
ether and C8, were ide 


ntical with those of crystalline B-carotene. On com- 
paring the chromatographic behaviour of pigment B with B-carotene, and. 


of a mixture of pigment B and f-carotene in the “three tube method”, the 
same Ry was found. 


After chromatographic purification the yield was 1.5 mg. of pigment B. 


This material was crystallized from a mixture of benzene and methanol 
and recrystallized twice from petroleum ether under nitrogen and in 
artificial light. Through the microscope we observed dark red, diamond- 
shaped crystals of m.p. 176— 179°C. [(corr., m.p. B-carotene 181 —183°C. 
(KaRReR and J vcKER1948)], free of colourless contaminants. Consider- 
able amounts of (cis-) isomers (peak at 336m) were formed during the 
recrystallizations. 
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The red fraction of the epiphasic carotenoids (KE. P.R.) 


This fraction, dissolved in petroleum ether, was adsorbed on a MgCO, 
column and developed with petroleum ether containing various concen- 
trations of wet ether (a number of strongly adsorbing xanthophylls could 
not be eluted with the more common solvents such as dry ether acetone, 
CS,, chloroform, dichloroethane, benzene, methanol, ethanol or pyridine). 
Nine chromatographically distinct zones were eluted and purified by 
rechromatographing; the initial 6.0 mg. E. P. R. thus yielded nine chro- 
matographically pure carotenoids, totalling 2.6 mg. (calculated). 


Table 3. The nine carotenoids isolated from the red epiphasic fraction 


Epi-/Hypophasic 


behaviows Scag a al oh reat <a Abs. max. (my) in® 
95%o| 90% | 85% | ether |  ~  * witht | petr.ether | CS, 
Cc 53 | h-e| e e bright- | yellow | petr. 401, (380),, 431 
yellow (330) 
D 575 | e e e yellow-| orange | petr. 454 490 
orange + 2°/ 
E 87] e e e yellow-| pink- | petr. (425), 488, 483 
orange | orange | + 5°/, 474 (505) 
F 2 violet | blue petr. 454, 476 
+ 10%, 
G} 6] e e e orange | pink- | petr. 447 480 
orange | + 10°/, 
G 125) e e yellow-| pink- | petr. 459 496 
orange | orange | + 10415°/, 
50] e e e yellow | yellow | petr. 455 489 
+10415°/, 
I 68 | e e yellow-| orange | petr. 460—470| 503 
orange +10415°/, 
J 1700 | e e e red claret. | petr. 460 —464 
+ 20°, 


1 Arranged in order of increasing adsorption on MgCQ,. 


2 Calculated from E " A at 450 mu = 2500. 


° Partition between equal volumes of petroleum ether (40—60°C.) and 95, 90 — 
and 85°/, methanol, respectively. 
e (h) indicates exclusively epiphasic (hypophasic) partition; e (h) largely epiphasic 
(hypophasic) ; h-e approximately equal distribution. 

4 Petroleum ether (40—60°C.) with 2/), 5°/,, etc. of wet ether. 

> Bracketed figures indicate inflexion points. 


Table 3 shows the relative amounts and some of the properties of the 
individual components. We shall first discuss the major ones, D and J, 


and subsequently mention a few additional observations on the minor 
constituents. 
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Pigment D 
This pigment was slightly soluble in methanol; more soluble in ether, 
benzene, and carbon disulphide; and highly soluble in chloroform. It 
showed no acidic properties; the epiphasic behaviour was the same with 
neutral, alkaline, or acid methanol at 95, 90 and 85°/, concentration. It 
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Fig. 2. U.V.-absorption spectra of pigment D in petroleum ether (40°—60°) (—--—), C8. (—— —-) 
’ and absolute ethanol (-----» 


was adsorbed from petroleum ether on Ca,(PO,)o, MgCO,, and MgO, but 
not on CaCO;. The absorption spectra of the pigment in petroleum ether, 
CS,, and absolute ethanol are reproduced in Fig. 2. 


The absorption maxima in various solvents were: 
Solvent: 


Petr. ether | Petr. ether | Ethanol | Chloroform | Benzene | C8, 
bp.: 40—60| bp. :80—100 
A-max., Ml: 454 457 458—463 468 473 490 


Microscopic examination showed that colourless contaminants were 
practically absent. Solutions of the pigment in petroleum ether gave a 
pbluish-green coloration with conc. H,SO,, almost no colour with cone. 
HNO,, and none at all with conc. H,PO, and HCl. The various properties 
of pigment D were compared with those of other epiphasic carotenoids 
with a single (broad) absorption maximum, and it was concluded that it 
resembles echinenon (= myxoxanthin) ; (Goopwin and Tana 1950; 1951; 
Heripron and Lyrucor 1936; LipERER 1935). 

Mixed chromatogram 


s of pigment D and Haxo’s “pigment VI’, iso- 
lated from the mushroom Cantharellus cinnabarinus, showed that they 
were not identical. 


21* 
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A sample of myxoxanthin for mixed chromatograms was not obtained 
in time. We tentatively concluded that pigment D is similar to, and 
possibly identical with myxoxanthin. For the structure of echinenon 
(= myxoxanthin) (see KarRER and RutscHMANN 1944; PETRACEK and 
ZECHMEISTER 1956; GANGULY, Krinsky and PrncHarpD 1956; ENTSCHEL 
and Karrer 1958; WARREN and WEEDON 1958). 


Pigment J 

Pigment J was little soluble in petroleum ether and methanol, and 
more soluble (with a deep red colour) in ether, benzene and carbon disul- 
phide. From petroleum ether it was weakly adsorbed on CaCO 3, more on 
Ca,(PO,),, strongly on MgCO,, very strongly on MgO, and irreversibly 
on Al,O,. 

After crystallization from a mixture of benzene and methanol its m. p. 
was 173—176°C. (corr.). Microscopically, dark red sparkling crystals 
were observed without colourless contaminants. 

On the basis’of its partition behaviour pigment J could be classified as 
an acidic carotenoid Table 4). 


Table 4. Partition of pigment J between pet. ether and various neutral, alkaline, and 
acid methanol-H,O mixtures! 


0 | 0 sas : 
Hypophase “neutral” | on’ | acetic acid | alkaline hypophase? 

95°/, methanol e h e e 

90°/, methanol e-e€ h e-€ e-€ 
85°/, methanol e h-e e e 
80°/, methanol e e e e 
75°/, methanol e e e e 
70°/, methanol e é | e e 


1 For abbreviations see Table 3. 
2 This illustrates the reversible behaviour of J. 


The absorption spectra in petroleum ether, benzene, and carbon disul- 
phide are reproduced in Fig. 3. The centre of the single, broad absorption 
maximum in the visible region is at 462 my in petroleum ether, at 463 mu 
in hexane, at 481 my in benzene, and at 501 my in carbon disulphide. The 
colour of a solution in 50—70°/, methanol with 10°/, (w/v) KOH is yellow, 
whereas in 50—75°/, methanol with 10°/, (v/v) acetic acid it is rose- 
coloured. The difference in the position of the absorption maxima of the 
alkaline and acidic solutions, about 10 mu, increases with increasing 
water content. Addition of iodine (1 wg. I, 50 ug. pigment, 2 ml. pet. 
ether, b. p.80°—100°C) and exposure to daylight for 1 hr. caused a shift in 
the absorption maximum from 462—464 to 460 mu, and a decrease in 
extinction from 0.450 to 0.430. However, this was not accompanied by the 
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appearance of a cis-peak in the 300—400 my range (ZECHMEISTER 1954). 
The absorption spectrum of pigment J hardly changed when air was 
bubbled through a solution in petroleum ether (80—100°C.) for 5 hrs. at 
50°C. Such treatment markedly changed the absorption spectrum of 
B-carotene, owing to isomerization (cis-peak) and oxidation. 

Chloroform solutions coloured bluish-green with H,SO,, blue with 
H,PO, (after several hours), and a pale green with HNO. In petroleum 
ether solutions these 
colours were blue, green ud als Ted 


9.600 E 
and bluish-green, respec- | ra Y 
tively, the latter fading / the ‘ 
quickly. With neither 44 aes lke Be 
solvent was a _ colour pele cies 
effect noticed upon 1 ee ae 
16hrs., treatment with ‘S4/” ee a ea | 
HCl. s es 
Unlike astaxanthin / a eee 
(Karrer and Jucker = 7) meres ee 
1948), pigment J doesnot Sc Age 
yield a blue potassium 1 i ab ee 
salt with K-butoxide in ? 00 00 ee 500 =m =O 


an oxygen-free atmos- 
phere. Contrary to asta- 
cin, pigment J can be 
extracted with petroleum ether from a solution in a methanol/H,O 
mixture (1:1[v/v]), containing 10°/, (w/v) KOH (TiscHER 1937, 1944). 

Another distinction from astacin is that pigment J does not precipitate 
as an insoluble potassium salt at the interphase of its ethereal solution 
and an aqueous 20°/) (w/v) KOH solution (TiscHpr 1937, 1944). For 
chromatographic comparison, astaxanthin and astacin (both acidic and 
hypophasic) were isolated from the shell and eggs of the lobster, Homarus 
vulgaris, according to Goopwin and SrisuKH (1949). 

The order of decreasing adsorption on MgCO, (eluant: petroleum 
ether + 1°/, ethanol) was: astacin > pigment J > astaxanthin. 

Remarkably, the centres of the single (broad) absorption maxima of 
the epiphasic, non-acidic canthaxanthin are practically the same as 
those of pigment J in four solvents. Canthaxanthin was isolated from the 
(dried) mushroom Cantharellus cinnabarinus (Haxo 1950); for the struc- 
ture of canthaxanthin see (SAPERSTEIN and Srarr 1954; PerraceK and 
7ZECHMEISTER 1956; WARREN and WEEDON 1958; IsLER and MonTAVON 
1958). 

Contrary to eanthaxanthin, pigment J could not be eluted from a 
MgCO, column with petroleum ether -- 59), (v/v) wet ether in a mixed 


Fig. 3. U.V.-absorption spectra of pigment J in petroleum 
ether (40°—60°)(—--—), benzene (Coes ) and CS, (—— —) 
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Fig. 6. U.V.-absorption spectra of pigment J in petroleum 
(40°—50°) (—-—) and in CS, (——) 


chromatogram. The name 
“‘polytomaxanthin”’ is 
proposed for this new 
rather stable, epiphasic, 
acidic, keto (?) carotenoid. 


The minor 
E.P.R. pigments 


Pigments C and F show- 
ed strong absorption in 
the ultraviolet region. 
They may represent trans- 
formation products of 
the major carotenoid com- 
ponents. 


The absorption spectra 
of pigment E in petroleum 
ether and carbon disul- 
phide are reproduced in 
Fig.4. The minor pig- 
ments, G’, G, H, and I, 
showed a more or less 
symmetrical absorption 
spectrum with a single 
maximum in the visible 
region, like the major 
pigments, D and J (Figs.5 
and 6). 


VII. The hypophasic 
(H.P.) pigments 


The hypophasic pig- 
ments, dissolved in petro- 
leum ether, were adsorbed 
on a MgCO,-column and 
developed with mixtures 
of petroleum ether con- 
taining increasing con- 
centrations of wet ether. 
Easy separation was 
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achieved by cutting the MgCO,-column into sections after sufficient 
development. Four pure pigments were obtained by repeating the 
chromatographic separations several times (Table 5). 


Table 5. The 4 hypophasic pigments+ 


epi-/hypophasic 
behaviour 


absorption 
maxima 


eluted from 
MgCO; 
with 


colour 
on 
MgCO, 


colour in 
pet. ether 


90°%o | 85°%o petr. ether| CS, 


ie ee | oslo al ee SEE 
GE: in) h | h h_ | red- blue _|petr. + 5°/, (3) (3) 


violet 
Peo 12 h h h_ | yellow-| yellow |petr. + 8°/o (375) | 430 
orange 398 to 
(420) | 460 
H.P.; 6 h h h_ | red- blue —_|petr. + 15/, (8) (3) 
violet 


oe, | 183" | Ahh h-e | red- red- |petr.+20°/,) 458 | 491 
orange | orange 


1 Compare Table 3 for abbreviations. 
2 Arranged in order of increasing adsorption. 
3 Compare Fig. 8. 


Pigment H. P., 


The major H.P.-pigment, H.P.,, was slightly soluble in petroleum 
ether, more in ether and carbon disulphide, and very soluble in methanol. 
The colour in the last three solvents was dark red. The dark red carote- 
noid is weakly acidic (Table 6). 

The amount available was too small to prepare a crystalline product. 


Table 6. Partition of pigment H.P., between petrolewm ether and various neutral, 
alkaline and acid methanol-H,O mixtures* 


eee 


Hypophase, methanol ry or. , 
oe crtics “Neutral” + 5%/, KOH ea ae APSR ET 
in °/o (v/v) 
eee ee eee 
95 h-h h | e 
90 h h-h e e 
85 h-e h € e 
80 e h e é 
75 | e h € | e 
70 € h-e e e 


1 For abbreviations see Table 3. 
2 This illustrates the reversible behaviour of H.P.4. 


Pigment H. P., shows the same colour effects as pigment J in acidic and. 
alkaline acetone-water mixtures. From a petroleum ether solution it is 
strongly adsorbed on MgCO, and irreversibly on Al,O. The absorption 
spectra in petroleum ether and CS, are reproduced in Fig. 7. A CHCl, 


318 


J. Linxs, A. VERLOoP and E. Havinea: 


solution of the carotenoid showed a greyish-blue colour when treated 
with H,SO,, HNO, and SbCl;, but not with H,PO,. Petroleum ether 
solutions of the pigment gave a bluish-green coloration with H,SO,, but 
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Fig.7. U.V.-absorption spectra of pigment H.P.,in petroleum 
ether (40°—60°) (—--—) and in CS, (———) 
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Fig. 8. U.V.-absorption spectra of pigments H.P., (++) and 
H.P.;(—--—) in petroleum ether (40°—60°) 


not with H,PO,. The pro- 
perties of pigment H.P., 
closely correspond to 
those of chrysophlein 
(TurRIAN 1950) and of the 
less completely described 
metridin (Fox and PANTIN 
1941); and its absorption 
maximum in C8, is inter- 
mediate between those 
reported for the other two 
carotenoids. 


The minor 
H.P.-pigments 


The unusal absorption 
spectra of the unstable 
minor pigments, H.P., 
and H.P.,, in petroleum 
ether are reproduced in 
Fig. 8; the spectra of 
H.P., in petroleum ether 
and CS, in Fig.9. The trace 
amounts of these pigments 
were not examined in 
detail. 


VIII. Colourless 
fluorescent lipids in 
Polytoma uvella 


No colourless fluorescent 
lipids were found in cells of 
P. wvella grown on glycine as 
the main nitrogen source 
(series 1, 2a, and 2b). When, 
however, asparagine (series 4) 


or ammonium acetate (series 5) was used as the sole nitrogen source, solutions of 
the unsaponifiable lipid fraction showed a rather strong fluorescence in ultraviolet 
light. A circular paper chromatogram of the unsaponifiable fraction of series 4, 
dissolved in methanol, showed a ring just outside the red ring (Rr about 80) that was 
blue-white in ultra-violet light and colourless in daylight. 
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When the unsaponifiable fraction, dissolved in petroleum ether, was adsorbed on 
aCa,(PO,), or Al,O, column and developed with petroleum ether, the position of the 
fluorescent zone almost coincided with that of one of the yellow (epiphasic) com- 
ponents. Repeating the experiments with the unsaponifiable fraction of series 5, two 


faintly yellow rings, fluores- 
cent under the ultraviolet 
lamp, were observed on the 
paper chromatogram outside 
the red ring: compound X 
with Rr about 80 and the 
more strongly fluorescent 
compound Y with R; about 90. 
The absorption spectra of X 
and Y are reproduced in 
Fig. 10. X and Y are not iden- 
tical with the Cy -polyenes, 
phytoene and _ phytofluene 
(Goopwin 1952). Compare for 
other, possibly related, natu- 
ral fluorescent compounds 
(Fox, Crane and McCon- 
wauauEy 1948 and Kok, 
Fox and ZEcHMEISTER 1950). 


IX. Effect of thiamin 
on carotenogenesis 
Although P.wvella does 

not need vitamins for good 

growth, the addition of 
vitamin B, considerably 


stimulates carotenogene- . 


sis. Some semiquantitative 
measurements were made 
with 125 ml. cultures in 
300 ml. Erlenmeyer flasks. 
The carotenoids were ex- 
tracted from the centri- 
fuged Polytoma cells with 
969/, ethanol and the ex- 
tinction of this extract at 
455 mu was measured. 
The following results were 
obtained : 

a) Addition of thiamine 
(1.25 mg/l.) to a medium 
composed of H,O with 
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Fig. 9. U.V.-absorption spectra of pigment H.P., in petroleum 
ether (40°—60°) (—-—) and in CS, (—— —) 
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Fig.10. U.V.-absorption spectra of the fluorescing components 
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(——) and Y¥ ¢--- 


---) n methanol 


1 For further details see chapter nine of our previous paper (Links 1955). 
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(°/, w/v) Na-acetate, 0.26; asparagine, 0.15; glycine, 0.20; glucose, 0.20; 
K,HPO,, 0.02; Na,CO,, 0.02; MgSO,. 7H,O, 0.01; Fe Cl;, 0.0001; and 
CaCl,, 0.001, increased the carotenoid content of the cells threefold. 

b) Such addition to a similar medium with a lower Na-acetate concen- 
tration (0.06°/,) and 0.20°/, NH, acetate instead of glycine had a compar- 
able effect. 

c) The above mentioned medium change reduced the carotenoid yield 
approximately threefold. 

d) Thiamin also promotes carotenogenesis when asparagine is the sole 
N-source. 

e) Added thiamin does not increase the growth (expressed as ml./l. 
yield). 

Discussion 

The four major carotenoids found in P. wvella were: b-carotene (15 to 
20°/,), polytomaxanthin (new pigment about 50°/,), pigment D (= myxo- 
xanthin?; 15—20°/,), and pigment H.P., (new pigment?; about 7°/9). 
There was no marked difference in the carotenoid yield of cultures grown 
in media with thiamin or with yeast extract. 

The quantities of carotenes and xanthophylls correspond to those found in some 
Phaeophyceae and Rhodophyceae (Goopwin 1952). However, P. uvella is related to 
the Chlorophyceae (Kupo 1939; FrirscuH 1948) in which class 5—10 fold higher 
yields have been found (Goopwin 1952). The ratio quantity carotenes to quantity 


xanthophylls amounted to 4 for series 1, and to 5 for series 2a and 2b. These values 
correspond to those of several Chlorophyceae and flagellates (GooDWIN 1952). 


Table 7. Amounts of carotenes and xanthophylls in P.uvella on both media of the 
mass cultures 


Amounts 
Series Details mg./100 ml. organisms mg./100 g. dry weight 
carotenes |“xanthophylis”? carotenes | “‘xanthophylls” 
1 Vit. B, added 1.0 3.8 7.0 27.5 
2a and 2b] yeast extract added 1.0 5.1 6.5 34.0 


1 By ‘“‘xanthophylls” are meant all oxygen-containing carotenoids. 


B-Carotene, generally occurring in algae and many other organisms, 
was also found in P. wvella. The isolated neo-f-carotene-B or closely 
related cis-isomer of f6-carotene may have been present in the intact 
organisms, in view of the careful exclusion of daylight, oxygen and high 
temperatures in our experiments (compare Goopwrn 1952, and p. 378 of 
GOoDWIN and JAMIKORN 1954), 

P. weella contains, as the main pigment, polytomaxanthin, a carotenoid 
with some properties (absorption maxima; adsorption behaviour) similar 
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to astaxanthin, but in other respects (solubilities; colour reactions; 
weaker acidic properties) definitely different from astaxanthin (GOoDWIN 
and SrisukH 1949; KuHn and SORENSEN 1938) and astacin (‘TISCHER 
1937—1944; Goopwrn and Srisuxn 1949; Kun 1939; Karrer and 
Benz 1934). For the widespread occurrence of astaxanthin compare 
Goopwitn (1952), HErLBRon (1942), Wap (1943), GooDWIN and J AMIKORN 
(1954). 

The relative adsorption affinities of the four main pigments of P. wvella, 
of the minor constituent neo-f-carotene-B, and of three carotenoids from 
Cantharellus cinnabarinus on a MgCO,-column are presented in Table 8. 


Table 8. Relative adsorption affinities of carotenoids from Polytoma uvella and 
Cantharellus cinnabarinus 


relative position on Occurrence percentages of the Polytoma carotenoids* 
pateuOfoolnn’ Polyt. Canth. series 1 and 2y series 2b 
Pigment H.P., + | about 7°/, _ 
Polytomaxanthin ++ about 50°/, about 40°/, 
“Pigment V” + _ — 
Canthaxanthin + = — 
“Pigment VI” + _— — 
Pigment D + 15—20°/, _ 
B-carotene + 15—20°/, about 15°/, 
neo-f-carotene-B + about 0.5°/, — 


1 Arranged in the sequence of decreasing adsorption affinities. 
2 These percentages are approximations; it has been assumed that the relative 
losses were the same. 


We have not studied the carotenogenesis in detail. Interesting is, how- 
ever, the stimulation of the carotenogenesis by thiamin in P. uvella, an 
organism that does not need thiamin for growth; for similar observations 
with thiamin-requiring bacteria, see Braun (1949), SrarRR and SAPER- 
STEIN (1953). 


Summary 


The carotenoids of Polytoma uvella grown on acetate-glycine-aspara- 
gine media were investigated. Interfering steroids were best removed by 
precipitation with digitonin. The principal pigments found were: 

1. An epiphasic, weakly acidic carotenoid, for which the name poly- 
tomaxanthin is proposed (40—50°/, of the total amount) ; 

2. B-carotene (15—20°/9); 

3. an epiphasic pigment, identical with or closely related to myxoxan- 
thin (15—20°/)); and 

4. a hypophasic pigment resembling chrysophlein (7°/o). 

The two first mentioned carotenoids were obtained in crystalline form. 
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Eleven other pigments were found in small quantities, one of which was 
identified as neo-f-carotene-B, while the others may have been transfor- 
mation products (e.g. cis-isomers) of the main components. Astaxanthin, 
common in many phytoflagellates, is absent in P. uvella. In Polytoma- 
cells grown in media with asparagine or ammonium acetate as the sole 
nitrogen source, while fluorescent substances were found were not iden- 
tical with phytoene or phytofluene. 


Thiamin was found markedly to promote carotenogenesis in P. wvella. 
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Aus dem Institut fiir spezielle Botanik der Eidg. Technischen Hochschule Ziirich 


Stoffwechselprodukte von Actinomyceten 
23. Mitteilung 


Zur Kenntnis der Sideromyecinwirkung 


Von 
H. ZAHNER, R. HUTTER und E. BACHMANN 


Mit 4 Textabbildungen 


(Eingegangen am 4. April 1960) 


Sideromycine sind Antibiotica, die gekreuzte Resistenz mit Grisein auf- 
weisen und durch Ferrioxamine in ihrer Wirkung gegen Gram-positive 
Bakterien kompetitiv enthemmt werden [| BICKEL u. Mitarb. 1960 (1)]. Nach 
dieser Definition sind die folgenden Antibiotica zu den Sideromycinen 
zu zahlen: 

1. Grisein (REYNOLDS, SCHATZ u. WaxksMAN 1947, REYNOLDS u. 
WaxsMan 1948, Umezawa u. Mitarb. 1949, Kuen u. Mitarb. 1951), 

2. Albomycin (GAUSE u. BRAZHNIKOVA 1951, GausE 1955, BRAZHNI- 
KovA u. Mitarb. 1954, 1956, 1957, 1959, Samsonov u. Mitarb. 1958, 
MIKES u. Sorm 1958, 1959, JoNCZYKI 1952, Kuprina u. KocHETKOVA 
1958, BrrInBERG u. GRINUK 1959, Yucorov u. Mitarb. 1959, NEFELOWA 
u. ZHARIKOVA 1959), : 

3 Antibioticum 1787, Grisein-artig (THRUM 1957), 

4. LA 5352 und LA 5937 (Smnsi u. TIMBAL 1959), (diese beiden 
Stoffe sind erst durch gekreuzte Resistenz mit Grisein als Sideromycine 
charakterisiert), 

5, Ferrimycine [BICKEL u. Mitarb. 1960 (1, 2)], 

6. Antibioticum 22765 [BICKEL u. Mitarb. 1960 (1)]. 

Eine exakte chemische Charakterisierung der einzelnen Sideromycine 
ist infolge groBer Schwierigkeiten bei der Isolierung noch nicht méglich. 
Die bis anhin eingehend untersuchten Antibiotica dieser Gruppe sind 
rotgefiarbte, eisenhaltige Stoffe, deren Siurehydrolysate ninhydrinpositive 
Substanzen enthalten. Auf eine nahe chemische Verwandschaft weist 
auch die weitgehende Ubereinstimmung im chemisch-physikalischen 
Verhalten hin. Alle Sideromycine stellen gut wasserlésliche, aber mit 
einem Chloroform-Phenol-Gemisch (1 Vol.-Teil ; 1 Gew.-Teil) extrahier- 
bare Substanzen dar. Ob Grisein, Albomycin und das Antibioticum 1787 


nur Gemische gleicher Komponenten in verschiedenen Verhaltnissen 
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darstellen, oder ob sie sich auch in einzelnen Komponenten unter- 
scheiden, la8t sich zur Zeit noch nicht entscheiden (vgl. WAKSMAN 1957, 
SraPLEY u. OrMoNnD 1957). In biologischer Hinsicht verschieden sind 
LA 5352, LA 5937, Ferrimycine und Antibioticum 22765. 

Die griseinahnlichen Sideromycine (Grisein, Albomycin und A 1787) 
wirken auf Gram-positive und auf Gram-negative Keime, wahrend 
Ferrimycine, LA 5352, LA 5937 und A 22765 vorwiegend nur die Ent- 
wicklung Gram-positiver Bakterien hemmen. Diese Unterschiede im 
Wirkungsspektrum innerhalb der gleichen Gruppe von Antibiotica sind 
auffallend, umso mehr, als es sich bei den Sideromycinen nicht um eine 
primar durch chemische Verwandtschaft, sondern um eine durch bio- 
logische Merkmale charakterisierte Gruppe handelt. Gekreuzte Resistenz, 
Entstehung von induzierter Resistenz nach dem gleichen Typus und 
Enthemmung durch die gleichen Stoffe kénnen als gute Indizien fiir den 
gleichen Wirkungsmechanismus angesehen werden. Wenn diese Indizien 
iiber die Wirkungsweise auch fiir die Sideromycine Giiltigkeit besitzen, 
dann stellen die Sideromycine die erste Gruppe von Antibiotica mit 
gleichem Wirkungsmechanismus aber dennoch verschiedenem Wirkungs- 
spektrum dar. 


I. Uber Ferrioxamine 


a) Methoden fiir den qualitativen Nachweis von Antibiotica- 
Antagonisten 


Die Wirkungsweise eines Antibioticums aufzukléren wird einfacher, 
wenn es gelingt Substanzen zu finden, welche die Wirkung kompetitiv 
aufheben ohne das Antibioticum selbst zu zerstéren oder eine Verbindung 
mit ihm einzugehen. Die nachstehend am Beispiel Sideromycine-Ferri- 
oxamine beschriebenen Methoden kénnen zur Auffindung derartiger Sub- 
stanzen dienen. 


Fir den Nachweis von Synergismus oder Antagonismus zwischen 
antibiotisch wirksamen Substanzen wurden verschiedene Teste vor- 
geschlagen (Bonrras 1952, ScHERR u. BEcHTLE 1958/59, STREITFELD u. 
GUADINO 1956, STREITFELD 1956/57). Mit einigen Abanderungen laBt sich 
der Test nach Bonrras (1952) auch fiir das routinemaBige Aufsuchen 
von Antagonisten verwenden. Dazu werden Testplatten mit Bacillus 
subtilis Cohn emend. Prazmowski oder Staphylococcus aureus Rosenbach 
hergestellt. Auf diese Platten werden 5 mm breite, mit einer methano- 
lischen Lésung von 10 y/ml Ferrimycinen getrinkte und auf Filter- 
papier getrocknete Streifen von Whatman Papier Nr. 1 aufgelegt. Quer 
dazu werden mit roher Kulturlésung von Streptomyceten impragnierte 
Streifen gleicher Breite gelegt. Nach einer 9—15stiindigen Bebriitung bei 
36°C ist eine Beeinflussung der antibiotischen Wirkung der Ferrimycine 
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leicht zu erkennen. Im Falle einer Enthemmung ergibt sich das in Abb. 1 
schematisch dargestellte Bild. 


In unseren Versuchen wurde ein Ferrimycinpraparat der CIBA A.-G., Basel, 
verwendet, Ferrimycine A-Hydrochlorid (,,1000‘‘). In einem frithen Stadium der 
Ferrimycin-Bearbeitung wurde ein bestimmtes Praparat als Standard mit 100 
bezeichnet, seither gelang eine 10fache Anreicherung, daher die Bezeichnung 


Abb.1. Schematische Darstellung einer kompetitiven Antibiotica-Enthemmung. Erklirung im Text 


Ferrimycine ,,1000‘. Da anfanglich nicht geniigend Ferrimycine ,,1000°° zur Ver- 
fiigung standen, wurden die Versuche teilweise mit weniger stark angereicherten 
Ferrimycinen ,,450‘° durchgefiihrt. Die Konzentrationsangaben in dieser Arbeit 
beziehen sich aber durchwegs auf Ferrimycine ,,1000°*. Die Ferrimycine wurden 
uns durch die CIBA A.-G., Basel, iiberlassen. Wir mochten auch an dieser Stelle 
dafiir danken. 


b) Die Bildung von Ferrimycin-Antagonisten (Ferrioxamine) 
durch Streptomyceten 


Mit der beschriebenen Methode wurden rund 300 Streptomyceten- 
Stamme auf die Bildung von kompetitiven Antagonisten gegen Sidero- 
mycine gepriift. Dazu wurden die Stamme auf folgender Nahrlosung 
angezogen : 

Sojamehl vollfett 2°/), Mannit 20/,, Leitungswasser, pu der Nahrlosung 
vor der Sterilisation mit Kalilauge auf 7,5 eingestellt. Die Anzucht 
erfolgte in 500 ml Erlenmeyerkolben mit 100 ml Nahrlosung. Inkubation 
6—8 Tage bei 27°C, oszillierend geschiittelt. Die Priifung dieser Kulturen 
mit dem modifizierten Test nach Bonrras (1952) ergab 22 Produzenten 
von Ferrimycin-Antagonisten. Abb.2 zeigt einen derartigen Test mit 
10 y/ml Ferrimycinen und einem Kulturfiltrat des Stammes HTH 21748 


(unverdiinnt und auf 1:3,16, resp. 1:10 verdiinnt). 
20% 
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Die Herkunft und die systematische Stellung der 22 Ferrioxamin- 
Bildner ist in der Tab. 1 zusammengefaBt. Daraus geht hervor, daf die 
Bildung von Ferrioxaminen nicht auf einzelne Arten beschrankt ist. 
Die aufgefiihrten Arten kénnen aber auch nicht einer einzelnen Art- 
gruppe zugeordnet werden, sondern sie verteilen sich tiber die ganze 
Breite der Gattung Streptomyces Waksman et Henrici. Einen Uberblick 


Abb.2. Die Enthemmung von Ferrimycinen durch ein Kulturfiltrat von Streptomyces pilosus Ettlinger 
et al. Stamm ETA 21748, (Kulturfiltrat unverdiinnt und auf 1:3,16 und 1:10 verdiinnt) 


gibt die Tab.2, in der die artbestimmenden Merkmale (siehe Ausfiihrun- 
gen bei ErrLincer u. Mitarb. 1958) der in Tab.1 aufgefiihrten Arten 
zusammengestellt sind. 


Besondere Miihe bereitete die Einordnung der Stimme ETH 21837, 
ETH 23217 und ETH 23310, da sie mit keiner der bei ETTLINGER u. 
Mitarb. (1958) aufgefiihrten Arten iibereinstimmen. Diese Staémme 
decken sich in ihren artcharakterisierenden Merkmalen mit dem von 
HacEMANNn! erhaltenen Stamm 7' 4473. Die Beschreibung dieses Stam- 
mes geben JANoT u. Mitarb. (1954), doch erhielt der Stamm 7' 4473 erst 
1955 in der Arbeit von HAGEMANN u. Mitarb. den Namen Streptomyces 
polychromogenes. Wir haben diesen Stamm untersucht und eine weit- 
gehende Ubereinstimmung eigener Beobachtung mit den Angaben von 
JAanorv u. Mitarb. (1954) festgestellt. Kinen Unterschied fanden wir darin, 
daf es uns nicht gelungen ist, Kolonien mit griinem, blauem oder gelbem 
Luftmycel zu isolieren, wie die Autoren angeben. Wir fanden lediglich 
bei jungen, noch nicht optimal entwickelten Kulturen Luftmycelpartien 
von blauer Farbe, doch verlor sich diese Schattierung mit zunehmender 
Reife immer mehr, und bei ausgewachsenen Kulturen war das gesamte 
Luftmycel blaBkarmin bis zimtbraun gefairbt. Die von den Autoren 
angegebene Peptonisierung und Koagulation von Milch war in unseren 
Versuchen nur schwach, hingegen fanden wir auch eine schwache Ver- 
fliissigung von Gelatine. 

' Wir moéchten Dr. G. Hacemann, Romainville (Frankreich) fiir die Uberlassung 
einer Abimpfung des Stammes 7’ 4473 danken. 
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Die Beschreibung von JAnot u. Mitarb. 
(1954) méchten wir im folgenden durch die 
Morphologie der Sporen und durch das 
Wachstum auf verschiedenen Nahrbéden er- 
ganzen. 


Streptomyces polychromogenes Hagemann, 
Pénasse et Teillon emend. 

Nomen: Biochim. biophys. Acta 17, 
240—243 (1953). 

Descriptio: Ann. pharm. franc. 12, 440 
bis 447 (1954). 

Typus: Stamm 7' 4473 von Uclaf. 


Sporen glatt. — Luftmycel blaBkarmin-zimt- 
braun. — Sporenketten monopodial verzweigt, 
gerade oder gewellt. — Keine melanoide Ver- 
farbung peptonhaltiger Nahrbéden. 

Wachstum auf verschiedenen Nahrbéden (Re- 
zepte und Terminologie nach LINDENBEIN 1952): 

Synthetischer Agar: Wachstum pustelig oder 
diinn schleierartig, weibgelb, hellgelb, goldgelb oder 
sogar gelblich-rostbraun; Luftmycel sparlich, kreide- 
weib. 

Synthetische Lésung: Punktférmiges, hellgelbes 
Grundwachstum und Flocken, teilweise spirliches, 
weibgelbes, punktférmiges Oberflaichenwachstum; 
Substrat braunlichgelb bis hell briunlich-rot ver- 
farbt. 

Glucose-Agar: Wachstum anfangs punktférmig, 
spater diimn schleierartig und citronengelb bis 
sattgelb; Luftmycel sehr sparlich. 

Glucose-Asparagin-Agar. Wachstum punktférmig 
bis pustelig, braunlichgelb bis sattgelb oder citronen- 
gelb; Luftmycel samtig, bla8karmin-zimtbraun. 

Calciummalat-Agar. Wachstum punktférmig, 
pustelig oder diinn schleierartig, weiBgelb bis gelb- 
lich-rostbraun; Luftmycel spirlich; Substrat zum 
Teil griinlichgelb und gelblich-rostbraun verfarbt. 

Gelatinestisch (18°). Wachstum sehr langsam 
und pustelig; Verfliissigung nach 21 Tagen 1,5 cm. 

Stirkeplatte. Wachstum punktférmig, spater 
teilweise diimn schleierartig, weifgelb; Luftmycel 
sparlich, grauweiB ; Hydrolyse nach4 Tagen3—4cm. 

Kartoffel. Wachstum anfangs diinn schleier- 
artig, spater flechtenartig hellgelb bis braungelb; 
Luftmycel sehr spirlich. 

Karotte. Wachstum sehr spirlich. 

Lackmusmilch. Ringwachstum gelblich-braun 
bis gelblich-blau, langsame Peptonisierung und Ko- 
agulation; Lackmus blauviolett, zum Teil entfarbt. 
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c) Die quantitative, mikrobiologische Bestimmung 
von Ferrioxaminen 


In Abb.2 ist ein Versuch mit einer konstanten Menge Ferrimycine 
(10 »/ml) auf dem Langsstreifen und verschiedenen Verdiinnungen eines 
Ferrioxamine enthaltenden Kulturfiltrates auf den Querstreifen dar- 
gestellt. Die Enthemmstrecken verhalten sich proportional dem Log- 
arithmus der Ferrioxaminkonzentration, womit die Méglichkeit einer 
quantitativen Auswertung gegeben ist. Die qualitative und quantitative 
Auswertung des Testes soll an Hand von Abb.1 diskutiert werden. Die 
Grenzlinie c ist im Falle einer kompetitiven Enthemmung eine Gerade, 
im Falle einer nicht kompetitiven Enthemmung verlauft sie unregel- 
maBig, meist nicht deutlich ausgepraigt. Die Strecke y ist proportional 
dem Logarithmus der Konzentration an Antibioticum im Streifen Y 
(standardisierte Versuchsbedingungen vorausgesetzt). Die Strecke x ist 
proportional dem Logarithmus der Konzentration an Antagonisten im 
Streifen X. Der Winkel « zwischen der Grenzlinie c und dem Streifen y 
wird durch das Verhaltnis der Diffusionskonstanten des Antibioticums 
und des Antagonisten bedingt. Geht die Gerade c im Falle einer kom- 
petitiven Enthemmung durch den Schnittpunkt der beiden Streifen, so 
entspricht das Verhaltnis der Konzentration an Antibioticum zur Kon- 
zentration an Antagonisten dem Inhibitionsindex nach WootLry (1952). 


Methoden. Pyrex-Glasschalen (18 x 30 cm) werden mit 200 ml Fleischextrakt- 
Peptonagar beschickt. Nach dem Erstarren wird eine zweite Schicht von 100 ml des 
gleichen Agars mit Sporensuspension (1 ml/100 ml Agar) von Bacillus subtilis iiber- 
schichtet. Als Teststreifen werden 5 mm breite Streifen von Whatman Papier Nr. 1 
verwendet. Die Streifen werden in die wiBrigen Lésungen eingetaucht und zwischen 
2 Filterpapieren getrocknet. Von den zu testenden Lésungen wird die Verdiinnung 
1:10 hergestellt: Ausgangslésung und Verdiinnung werden je einmal auf 2 verschie- 
. dene Platten ausgelegt. Parallel dazu werden auf beiden Platten Vergleichslésungen 
bekannten Ferrioxamin-Gehaltes (1:1 und 1:10 verdiinnt) mitgefiihrt. Die Kon- 
zentration der Vergleichslésung ist so zu waihlen, daB der Gehalt an Ferrioxaminen 
in den Test- und Vergleichslésungen annahernd der gleiche ist. Die Platten werden 
15 Std bei 36°C inkubiert. 

Bei der Auswertung der Platten werden die Enthemmstrecken x (siehe Abb. 1) 
beiderseits des Antibioticastreifens gemittelt, so daB fiir die Auswertung 4 einzelne 
Werte (Testlésung unverdiinnt und verdiinnt von je 2 Platten) den analogen 
4 Werten der Vergleichslésung gegeniiberstehen. Die Berechnung erfolgt nach der 
Vierpunktmethode von Buiss (1944). 

Die Konzentration an Antibioticum hat theoretisch auf die Enthemmstrecke bei 
einer bestimmten Konzentration an Ferrioxaminen keinen KinfluB, vorausgesetzt, 
daB die Diffusion von Antibioticum und Antagonist genau gleich ist. Da dies in den 
wenigsten Fallen zutrifft, ist fiir alle Versuche die Antibiotica-Konzentration 
konstant zu halten. 


Ergebnisse. Abb.3 zeigt die Enthemmstrecken in Abhangigkeit der 


Konzentration an Ferrioxaminen (Herstellung des Priparates siehe 
Abschnitt IT d). Bei Einhaltung konstanter Versuchsbedingungen ist mit 
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dieser Methode eine Bestimmung der Ferrioxamine iiber einen Bereich 
von 0,5 y/ml bis 1 mg/ml mit einer Genauigkeit von +25°/, moglich. 


d) Die Herstellung und Anreicherung von Ferrioxaminen 


Fiir die Herstellung von Ferrioxaminen wird der Stamm ETH 21748, 
Streptomyces pilosus, unter folgenden Bedingungen in 30 ] Fermentern 


geziichtet : 
Nahrlésung. Sojamehl vollfett 2°/,, 40 
Mannit 2°/,, Leitungswasser, pp mit ™ 


Kalilauge auf 7,5 eingestellt. 
Sterilisation: 20 min bei 120°C. 
Inkubation: 27°, unter steter Be- 

liiftung mit 11/. Volumen Luft je Vol. 

Lésung je Minute. 

Impfmaterial: 10°/, einer 8—10 tati- 
gen Submerskultur auf gleicher Nahr- 
l6sung. 


Nach 6—8 Tagen wird den Kul- 
turen 0,1°/, Ferrichlorid und 
20/, Hyflo-Super-Cel zugesetzt und 


35 


30 


25 


20 


durch eine Filterpresse filtriert. Ferrioxamine 

Das klare Filtrat wird 3mal mit § Wea aess © lw 

einem kleinen Volumen (imal 1/; ¢ 1p op 100y — Tmg/ml 
Abb. 3 


und 2mal 1/,)) eines Chloroform- 
Phenol-Gemisches (1 Vol. T.: 


Konzentrationsabhingigkeit der Enthemmung 
yon Ferrimycinen durch Ferrioxamine 


1 Gew. T.) | extrahiert. Die 

entstehenden Emulsionen lassen sich durch energisches Zentrifugieren 
trennen. Die organischen Phasen werden vereinigt, mit Wasser ge- 
waschen und mit Natriumsulfat getrocknet. Nach Zugabe von 4 Volumen 
Ather fallt ein rotbrauner Niederschlag aus, der durch Filtration iiber 
Hyflo-Super-Cel leicht zu gewinnen ist. Dieser Niederschlag wird mit 
Ather gewaschen und in Methanol gelost. Nach Filtration der metha- 
nolischen Lésung und Eintrocknen am Vakuum erhalt man ein rotes 
Harz mit hoher Aktivitat. Die Ather-Chloroform-Phenol-Lésung enthalt 
noch bedeutende Mengen an Aktivitat. Durch mehrmaliges Ausziehen mit 
dest. Wasser ist diese Aktivitét in die waBrigen Anteile iiberzufihren. 
Die waBrigen Ausziige werden durch Extraktion mit Ather von Resten 
an Phenol befreit und darauf lyophilisiert. 


Die methanolischen Extrakte und das Lyophilisat enthalten die Ferri- 
oxamine ungefahr zu gleichen Teilen und auch die spezifische Aktivitat 
(Aktivitaét je Milligramm Produkt) ist dieselbe bei beiden Fraktionen. 
Die Ausbeute der beiden Fraktionen betragt 600—700 mg/1 Kulturfiltrat 
eines roten Harzes. 
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Durch weitere Anreicherung ist es BickEL u. Mitarb. (1960, 1, 3) 
gelungen, Priaparate herzustellen, die eine 8—10fach héhere Ferrioxamin- 
Aktivitat besitzen. Die hier beschriebenen Versuche wurden alle mit noch 
rohen Praparaten (wie oben beschrieben) ausgefiihrt. Die Konzentrations- 
angaben beziehen sich auf diese rohen Praparate. 


e) Die Auftrennung von Ferrioxaminen 


Alle bisher naher untersuchten Sideromycine (Grisein, Albomycin und 
Ferrimycine) stellen Gemische dar. Auch die hier beschriebenen Ferri- 
oxamine sind nicht einheitlich. Fiir die Auftrennung erwies sich sowohl die 
Papierchromatographie als auch die Papierelektrophorese als brauchbar. 


Papierchromatographie. In den vorliegenden Versuchen erfolgte die Papier- 
chromatographie stets absteigend auf Whatman Papier Nr. 1. Aufgetragen wurden 
Proben von 10 mm in Konzentrationen von 10—1000 y/ml. Als Entwicklersysteme 
bewahrten sich: 

I. n-Butanol 4 Teile, Eisessig 1 Teil, dest. Wasser 5 Teile (BrckEL u. Mitarb. 
1960, 1); fiu die Trennung wurde die obere Phase, der nochmals 5 Vol-°/, n-Butanol 
zugesetzt wurde, verwendet. 

IL. wassergesittigtes sek. Butanol mit 2°/, Trichloressigsaure. 

Die Chromatogramme wurden 2 Std bei 40°C getrocknet. 


Papierelektrophorese. Fiir die Papierelektrophorese stand eine Hochspan- 
nungsapparatur nach den Vorschligen von MARKHAM u. SmirH (1952) zur Ver- 
fiigung. Aufgetragen wurden 0,1 ml einer Lésung von 100 y/ml Ferrioxaminen des 
nach Abschnitt IId hergestellten Praiparates. Es wurden Spannungen von 1000 bis 
1100 Volt und Stiomstarken von 6—10 Milliamp. angewendet. Die Laufzeiten 
betrugen 11/,—3 Std. Als Puffersystem wurde 0,3n Essigsiure und als Kiihlmittel 
Tetrachlorkohlenstoff verwendet. 


Bioautographie. Der Nachweis der Ferrioxamine erfolgte durch Bioautographie 
mit Bacillus subtilis als Testorganismus. Als Testplatten dienten die gleichen Schalen, 
wie sie im Abschnitt tiber die quantitative Bestimmung der Ferrioxamine beschrieben 
wurden, Die Platten wurden mit Filterpapier gut getrocknet und anschlieBend 
durch kurzes Auflegen (etwa 10 min) eines mit einer Ferrimycin-Lésung (2 y/ml) 
getrinkten Filterpapiers gehemmt. Die getrockneten Chromatogramme und Elektro- 
pherogramme wurden wihrend 20 min aufgelegt. Nach einer 15stiindigen Inku- 
bation bei 36°C sind die Flecken als triibe, gewachsene Zonen auf der klaren, nicht 
bewachsenen Platte erkennbar. Die Empfindlichkeit des Nachweises ist proportional 
der Antibioticamenge, die vorher zur Hemmung eingesetzt wurde. Die Nachweis- 
grenze liegt bei rund 0,05 y je Flecken des nach Abschnitt II d hergestellten Pra- 
parates. 


R,-Werte der Ferrioxamine aus Streptomyceten 


Ferrioxamin | A | B Cc D E 
System I | 0,32 | 0,42 | 0,59 | 0,71 | 0,84 
System IT 0,45 | 0,53 


In beiden Systemen treten eine Hauptkomponente (unterstrichen) 
und mehrere Nebenkomponenten auf. Im Papierelektropherogramm sind 


Zur Kenntnis der Sideromycinwirkung 335 


neben der Hauptkomponente ebenfalls noch eine Anzahl Nebenkom- 
ponenten festzustellen. 

Die Zahl der nachweisbaren Nebenkomponenten hangt einerseits von 
der aufgetragenen Menge und andererseits von der Konzentration der 
zur Hemmung verwendeten Ferrimycinlésung ab. Wie groB die Zah] der 
tatsichlich vorhandenen Nebenkomponenten ist, laBt sich zur Zeit 
ebensowenig entscheiden wie die Art der Unterschiede zwischen den 
Komponenten. 


f) Uber das Wirkungsspektrum der Ferrioxamine 


Die beschriebenen Ferrioxamine wurden als Antagonisten der Ferri- 
mycine isoliert. Die nachstehenden Versuche hatten zur Aufgabe 
aufzuklaren, ob erstens die enthemmende Wirkung der F errioxamine sich 
auf weitere Antibiotica erstreckt, und zweitens ob die Wirkung der 
Ferrioxamine auf verschiedene Antibiotica bei verschiedenen Test- 
organismen dieselbe ist. Als Testorganismen wurden verwendet Escheri- 
chia coli, Bacillus subtilis und Staphylococcus aureus. Die zu priifenden 
Antibiotica wurden im modifizierten Test nach Boniras gegen Ferri- 
oxamine (1 mg/ml) gepriift. Die Ergebnisse sind in der Tab.3 zusammen- 
gefaBt. In dieser Tabelle sind unter den nicht enthemmbaren Antibiotica 
nur die bekanntesten hydrophilen Stoffe aufgefiihrt, da bei diesen am 
‘ehesten noch eine Wirkung der Ferrioxamine zu erwarten war. 

Weitere in der Tabelle nicht aufgefiihrte, durch Ferrioxamine nicht 
beeinfluBte Antibiotica sind: Acetomycin, Actinomycine C, X, I und Z, 


Tabelle 3. Die Wirkung von Ferrioxaminen auf verschiedene Antibiotica 
bei verschiedenen Testorganismen 


Enthemmung der Testorganismen 


Antibiotica 


Bacillus subtilis Staphylococcus aureus Escherichia coli 

Ferrimycine kompetitive kompetitive ws 
Grisein! kompetitive kompetitive keine 
Albomycin? kompetitive kompetitive keine 
A 1787? kompetitive kompetitive keine 
A 22765 kompetitive kompetitive @ 
Neomycin keine keine keine 
Streptomycin keine keine keine 
Streptothricin keine keine keine 
Viomycin keine keine keine 
Penicillin keine keine @ 


1 Praparat von Merck mit 40000 E/mg, ? Albomycin von Dr. Sevérk, Prag, 
erhalten, es soll sich um authentisches Material von Prof. GausB, Moskau, handeln. 
A 1787 Praparat von Dr. TuRum, Jena, erhalten. Wir mochten auch an dieser Stelle 
den Herren Dr. SevérK und Dr. THRUM fiir die Uberlassung der Praparate danken. 
3 g bedeutet, daB das betreffende Antibioticum gegen diesen Testorganismus keine 


Wirkung zeigt. 
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Angolamycin, Carbomycin, Chartreusin, Chlortetracyclin, Cycloserin, 
Cinerubine, Desertomycin, Erythromycin, Exfoliatin, Granaticin, Holo- 
mycin, Leucomycine, Megacidin, Methymycin, Narbomycin, Novobiocin, 
Oleandomycin, Oxytetracyclin, Pikromycin, Rhodomycin, Spiramycine, 
Streptogramin, Tertiomycine und Thiolutin. 

Die Enthemmung beschrankte sich auf die Antibiotica Albomycin, 
Grisein, A 1787, Ferrimycine und A 22765, die alle auch gekreuzte 
Resistenz mit Grisein aufweisen. Uberraschend ist, daB die Ferrioxamine 
die Wirkung der griseinartigen Sideromycine gegeniiber Gram-positiven 
Bakterien aufheben, nicht aber gegeniiber Gram-negativen. Fiir die 
Erklarung dieses eigenartigen Verhaltens kommen 2 Moglichkeiten in 
Betracht: 

1. Das unterschiedliche Wirkungsspektrum von Grisein-Albomycin 
einerseits und Ferrimycinen andererseits wird bei gleichem Wirkungs- 
mechanismus dieser Substanzen durch ein unterschiedliches Eindrin- 
gungsvermogen bedingt. Die Ferrioxamine stehen in chemisch-physi- 
kalischer Hinsicht den Ferrimycinen naher als dem Grisein (vgl. BrickEL 
u. Mitarb. 1960, 1). Die Ferrioxamine verhalten sich in bezug auf die 
Permeation wie die Ferrimycine und kénnen somit nicht in Escherichia 
coli eindringen. Damit wird auch eine Enthemmung des in Escherichia 
coli eingedrungenen Griseins unméglich. 

2. Grisein und Albomycin besitzen 2 verschiedene Wirkungsméglich- 
keiten, wovon sich die eine mit der Wirkungsweise der Ferrimycine 
deckt und die Entwicklung Gram-positiver Bakterien hemmt, wihrend 
die andere, bei den Ferrimycinen fehlende Wirkungsmdéglichkeit, das 
Wachstum Gram-negativer Keime unterdriickt. Die Ferrioxamine 
wiirden nun, nach dieser zweiten Hypothese, nur um die Wirkung auf 
Grampositive Bakterien konkurrieren. 


g) Der Nachweis von Ferrioxamin-wirksamen Faktoren 
in verschiedenem biologischen Material 

Die Haufigkeit der Bildung von Ferrioxaminen bei Streptomyceten 
fiihrte zum Verdacht, da derartige Substanzen auch in anderen lebenden 
Zellen vorkommen. Die in dieser Richtung unternommenen Versuche 
fiihrten zu folgenden Ergebnissen. 

Versuche mit Leber. 150 glyophilisierte Trockenleber (Rind) wurden 
mit Ather im Soxleth-Apparat vom Rohfett befreit. Die entfettete Leber 
wurde mit Methanol-Wasser (9:1) im Turmix homogenisiert, das Homo- 
genisat abzentrifugiert, die iiberstehende Lésung filtriert und unter 
Zusatz von Silicon Antifoam A am Vakuum eingeengt. Die waB8rige 
Losung wurde mit einem gleichen Volumen Aceton versetzt und erneut 
zentrifugiert. Die klare Losung wurde im Vakuum eingeengt und das 
Konzentrat direkt auf Ferrioxamin-Wirkung getestet. Die Lésung (30 ml 
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aus 150g Trockenleber) enthielt deutliche Ferrioxamin-Aktivitat, die 
rund 1 y/ml des Vergleichspraparates entsprach. Umegerechnet auf Frisch- 
leber ergibt dies einen Gehalt von etwa 0,1 y je Gramm, wobei allerdings 
zu beriicksichtigen ist, da% die Aufarbeitung durch den hohen Eiweil- 
gehalt stark gestért wird. 

Versuche mit Hefe. Frische Backerhefe wurde mit Methanol- 
Wasser (9:1) im Turmix homogenisiert, abzentrifugiert und. die tiber- 
stehende Lésung filtriert. Das Filtrat wurde am Vakuum eingeengt und 
das wiBrige Konzentrat durch Extraktion mit Athylacetat von lipo- 
philen Anteilen befreit. Die waBrige Phase wurde weiter eingeengt und 
die konzentrierte Lésung (20 ml aus 200 g Frischhefe) im modifizierten 
Test nach Bontrras auf Ferrioxamin-Wirkung gepriift. Der qualitative 
Nachweis von Ferrioxamin-Aktivitat ist deutlich positiv, doch ist eine 
quantitative Auswertung infolge zu geringen Gehaltes nicht mdglich. 

Versuche mit Tomatenpflanzen. Tomatenpflanzen der Sorte 
Tuckswood wurden in einer Saftpresse verarbeitet. 500 ml Saft wurden 
mit Athylacetat extrahiert und die wiBrige Phase anschlieBend wie ein 
Kulturfiltrat von Streptomyceten weiterbearbeitet. Die angereicherten 
Praparate wurden getestet und mit einem Praparat aus Streptomyceten 
verglichen. Die gefundenen Werte an Ferrioxamin-Aktivitét je ml 
Pflanzensaft liegen bei 0,1 y, bezogen auf das Vergleichspraparat. 

Mit analogen Methoden wurden in weiteren Zellen Ferrioxamin- 
Aktivitaten nachgewiesen: Bacillus subtilis, Chlamydomonas eugametos 
Moewus, Rhoeo discolor (L’Hér.) Hance. 

Der Nachweis von Ferrioxamin-Aktivitaét in biologischem Material 
war, geniigende Anreicherung vorausgesetzt, positiv, doch liegen die 
gefundenen Mengen durchwegs an der unteren Nachweisgrenze, so daB 
eine Isolierung nur mit groBem Aufwand gelingen wird. 


h) Die Wirkung von Ferrioxaminen auf Mikroorganismen 

Bei der quantitativen Bestimmung angereicherter Praparate von 
Ferrioxaminen kann man auf Testplatten mit Bacillus subtilis und 
Staphylococcus aureus nach 6—8 Std eine langs den Ferrioxamin- 
Streifen verlaufende Férderzone erkennen, deren Durchmesser propcrtio- 
nal dem Logarithmus der Ferrioxamin-Konzentration im Streifen ist. 
Bei langerer Inkubation verschwindet diese Forderung, resp. sie ist auf 
der starker getriibten Platte nicht mehr sichtbar. Durch turbidimetrische 
Messungen in fliissigen Kulturen wurde versucht, die Forderung des 
Wachstums quantitativ zu erfassen. Unter optimalen Wachstums- 
bedingungen (Fleischextrakt-Peptonmedium, 36°C und gute Durch- 
liiftung) lieB sich keine statistisch gesicherte Forderung bei Bacillus 
subtilis und Staphylococcus aureus nachweisen. Bei derart hohen Wachs- 
tumsraten (Log-Phase auf wenige Stunden zusammengedrangt) geht eine 
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allfallige Steigerung in der Versuchsstreuung unter. Die Versuche wurden 
daher mit langsamer wachsenden Mikroorganismen aus ganz anderen 
Gruppen und unter anderen Bedingungen weitergefithrt. 

Als Versuchsobjekte dienten: Ustilago sphaerogena Burill ex Ellis et 
Everh., Stamm ATCC 12421, und Chlamydomonas eugametos Moewus, 
Stamm 11—5 B, erhalten von Prof. PrrnasHEmm, Gottingen. Wir méch- 
ten auch an dieser Stelle Prof. PrrvcsHem fiir die Uberlassung des 
Stammes danken. 


Versuche mit Ustilago sphaerogena: 
Methoden. Nahrlésung 


Saccharose 20 g Fe,(SO,); 25 mg 
Natriumcitrat 0,9 g ZnSO,- 7 H,O 2 mg 
Ammonium- 

f acetat 3g CuSO, - 5 H,O 0,01 mg 
K,HPO, By 4s MnCl, - 4 H,O 0,07 mg 
MgSO,:7H,O 0,8 ¢ dest. Wasser 1000 ml 


Impfmaterial. 48 Std alte Kulturen wurden abzentrifugiert, mit physiolo- 
gischer Kochsalzlésung gewaschen, erneut abzentrifugiert und im gleichen Volumen 
Kochsalzlésung aufgeschwemmt. Mit dieser Zellsuspension wurden die Versuchs- 
kolben mit 1 ml je 100 ml Nahrlésung beimpft. 


Messungen. Zeiss-Spektral-Photometer, bei 600m im Vergleich zu un- 
beimpfter Nahrlésung. Gemessen wurde zu Beginn der Versuche in der Lag-Phase 
alle 2 Std, in der Log-Phase alle Stunden. 


Kulturbedingungen. 100ml Nahrlésung in 500ml Erlenmeyerkolben, 
24°C, oszillierend geschiittelt. 

Resultate. Die Ferrioxamine férdern unter den _ beschriebenen 

Versuchsbedingungen das Wachstum von Ustilago sphaerogena. Die 

Foérderung auBert sich einmal in 

Tabelle 4 einer groBeren Vermehrungsrate, aus- 

Der Einflup von Ferriocaminen aufdas gedriickt im rascheren Erreichen 

Wachstum von Ustilago sphaerogena einer bestimmten Triibung; das 

maximal erreichbare Wachstum ist 


Gehalt an relatives Wachstum nach 


ee 8 Std | 24 Std | 27 std unter dem Einflu8 der Ferrioxamine 
fo lo ‘ly ebenfalls erhéht, wenn auch nicht 

Kontrolle 100 | 100 | 100 im gleichen Ausmaf wie die Wachs- 
10 243 pte aoe tumsrate. Als Illustration sind in der 

; ¥ a a a Tab.4 die Mittelwerte der Messungen 
0.04 103 | 158 | 131 nach 8, 24 und 27 Std einer Ver- 
0,001 93) 111] 105 suchsreihe zusammengestellt. Nach 
0,0001 92 | 101 97  8Std (Ubergang Lag-Phase zu Log- 


Phase) ist erst bei den hédchsten 
Konzentrationen eine signifikante Steigerung erkennbar. 16 und 19 Std 
spater (Ende der Log-Phase) lat sich noch mit 0,01 y/ml Ferrioxamine 
eine statistisch gesicherte Férderung nachweisen. 
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Versuche mit Chlamydomonas eugametos 


Methoden. Nahrlésung. Nach Burtew (1953, Seite 249 resp. 255) modifiziert. 


MgSO,:7H,O 2,5 g Spurenelementlésung 10 ml 
KH,PO, 1,25 g dest. Wasser 1000 ml 
Harnstoff 1,05 g pu aut 5,4 eingestellt 
Spurenelementlésung: Stammlésung in 1000 ml 0,1 n H,SO, gelést 

CaCl, 8,35 g H,MoO, 0,71 ¢ 
HBO, 11,42 ¢ CuSO,:5H,O 1,57 ¢ 
FeSO,:7H,O 4,98 ¢ Co(NO ).:6H,O 0,49 g 
ZnSO,:7H,O 8,82¢ Komplexon III 3,0¢ 


MnCl,-4H,O 1,44 


Je 2ml Nahrlésung werden in bakteriologische Reagensglaser eingefiillt und 
20 min bei 120°C autoklaviert. Das Impfmaterial wird etwa 8 Tage bei 22°C unter 
steter Belichtung angezogen. Durch Auszihlen in der Zahlkammer nach THOMA 
wird die Zellzahl bestimmt und durch Verdiinnen mit Wasser auf 10% Zellen je 
Milliliter eingestellt. Von dieser Suspension wird 1 Tropfen je Roéhrchen zugesetzt. 
Die Sporensuspension ist fiir jedes Rohrchen frisch in die Pipette aufzuziehen, da 
die beweglichen Zellen sich sonst im oberen Teil der Pipette anreichern. 

Kulturbedingungen. 22°, Rohrchen schrag ausgelegt auf weiBes Papier, 
konstant von oben belichtet durch Fluoreszenzlampen (Philips TL 25 w/33) im 
Abstand von 60 cm. Die Ferrioxamine werden in 50°/, Alkohol gelost und steril 
zugegeben. Die Alkohol-Endkonzentration im Rohrchen betragt iiberall 2,5°/). Nach 
4 und 8 Tagen werden die Versuche ausgewertet, je Ferrioxamin-Konzentration 
und je Auswertung 4—6 Parallelen. 

Auswertung. Als Ma8 fiir das Wachstum kommen entweder die Zahl oder das 
Trockengewicht der Zellen in Frage. Da die Bestimmung der Zellzahl durch 
Ausziblen zeitraubend, eine turbidimetrische Bestimmung infolge des Zusammen- 
ballens der Zellen nicht méglich und zudem die Bestimmung der Trockengewichte 
bei nur 2 ml Kultur nicht genau durchfiihrbar ist, wurde ein indirektes MaB fiir das 
Zellwachstum gewahlt, die Chlorophyllbildung. Fiir die Messung der Chlorophyll- 
bildung werden zu je 2 ml Kultur 10 ml Aceton gegeben, gut durchgeschiittelt, 
abzentrifugiert und die Intensitat der griinen Farbe durch Kolorimetrieren bei 
450 my im Vergleich zu einer 
unbeimpften, gleichbehan- Tabelle 5. Die Beeinflussung von Chlamydomonas 
delten Nahrlésung bestimmt. eugametos durch Ferrioxamine 
Die zugegebenen Ferrioxa- 
mine adsorbieren in diesem 
Konzentrationsbereich und 
bei dieser Wellenlange nur 


Konzentration an Ferrioxaminen 


Kon- |400 y/ml|10 y/ml| 1 y/ml 0,1 y/ml 


schwach. ———— SS ae nel al 
Ergebnisse. InTab.5 1. Versuchs- 
sind die Ergebnisse zweier reihe 100 | 280 | 271 | 136 98 
G d _ 2. Versuchs- 
Pe ouisrciion Peer reihe 100 222 157 115 102 


stellt. Die Ferrioxamine 
bewirken eine Erhéhung 
der gebildeten Menge Chlorophyll. Die Hobe der erreichbaren Forderung 
ist je nach der Versuchsreihe und je nach dem Alter der Kulturen. bei 
der Auswertung verschieden. Die mit 100 y/ml und 10 y/ml erzielbare 
Steigerung ist in allen Versuchsreihen signifikant. Mit 1 y/ml ist 
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hingegen nur noch in einzelnen Reihen eine statistisch gesicherte 
Férderung nachweisbar. Ob die Steigerung der Chlorophyllbildung mit 
einer gesteigerten Zellzahl parallel geht, kann bei dieser Versuchs- 
anordnung nicht entschieden werden. 


II. Die Beziehungen zwischen Sideromycinen und Ferrioxaminen 


Die Beziehungen zwischen Sideromycinen und Ferrioxaminen sind 
nach drei Seiten hin zu priifen: erstens die chemische Verwandtschaft, 
zweitens die Biogenese und drittens die Wirkung. Es konnte nicht die 
Aufgabe dieser Arbeit sein, den Beziehungen im Chemismus nach- 
zuspiiren. Die nahe chemische Verwandtschaft, von BickEL u. Mitarb. 
(1960, 1) eingehend untersucht, hat die Autoren bewogen, die Sidero- 
mycine und die Ferrioxamine (neben weiteren verwandten Stoffen) unter 
dem Begriff Siderochrome zusammenzufassen. Besonders nahe scheint 
die Verwandtschaft zwischen Ferrimycinen und der Hauptkomponente 
der Ferrioxamine (Ferrioxamin B) zu sein, konnten doch mehrere 
gemeinsame Abbauprodukte isoliert werden (BickEL u. Mitarb. 1960, 
1, 2). Wie weit diese nahe Verwandtschaft auch fiir die Sideromycine 
vom Typus des Griseins geht, laBt sich zur Zeit noch nicht entscheiden. 

Die Frage der Biogenese der Sideromycine und Ferrioxamine ist noch 
offen, doch scheint es wahrscheinlich, da sie auf einem mindestens 
anfanglich gleichen Wege entstehen. Als Stiitze dieser Hypothese kann, 
neben der chemischen Verwandtschaft, die Feststellung dienen, daB die 
bisher naher untersuchten Sideromycinbildner auch wesentliche Mengen 
an Ferrioxaminen synthetisieren, wobei das Verhaltnis der beiden Stoff- 
gemische z. B. durch die Wahl der Nahrlésung verschiebbar ist. Die unter- 
suchten Stémme, mit der Angabe des gebildeten Sideromycingemisches, 
sind in der Tab. 1 zusammengestellt. 

In bezug auf die Wirkung ist das Verhaltnis der Ferrioxamine zu den 
Sideromycinen als das eines Metaboliten zu einem Antimetaboliten auf- 
zufassen. Kin wirkliches Metaboliten-Antimetabolitenverhaltnis setzt 
voraus, da} sich die beiden Partner auBer in der Konkurrenz um die 
gleiche Haftstelle nicht beeinflussen, d.h. da sie sich weder gegenseitig 
binden noch zerstéren. Diese Voraussetzung ist im Falle von Ferri- 
oxaminen und Sideromycinen erfiillt; die beiden Komponenten lassen 
sich aus einem Gemisch trennen, ohne ihre Wirkung verloren zu haben. 
Kine Mischung von 0,01 mg/ml Ferrioxaminen und 0,1 mg/ml Ferri- 
mycinen (Uberschu8 an Ferrimycinen) wurde wahrend 15 Std_ bei 
Zimmertemperatur aufbewahrt. Das Gemisch wurde papierchromato- 
graphisch getrennt und die Flecken bioautographisch nachgewiesen. Im 
umgekehrten Versuch wurde ein UberschuB an Ferrioxaminen (0,1 mg/ml) 
mit Ferrimycinen (0,01 mg/ml) gemischt und das Gemisch nach 15 Std 
getrennt. Da bisher kein Lésungsmittelgemisch gefunden wurde, das eine 
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vollstandige Trennung der Ferrimycine von den verschiedenen Kom- 
ponenten der Ferrioxamine erlaubt, ist eine quantitative Auswertung 
nicht moglich. Es konnte aber nachgewiesen werden, daf einerseits 
Ferrimycine neben einem Uberschu8 an Ferrioxaminen als aktive Anti- 
biotica erhalten bleiben, und da8 anderseits auch ein UberschuB an 
Ferrimycinen die Ferrioxamine nicht inaktiviert. 

Ein Antagonismus wird als kompetitiv bezeichnet, wenn der Inhibi- 
tionsindex iiber einen weiten Konzentrationsbereich konstant ist (Woo- 
LEY 1952), d.h. wenn zur Erzeugung eines bestimmten antagonistischen 
Symptoms immer das gleiche Konzentrationsverhaltnis erforderlich ist. 
Aus dem Bild des Bonrras-Testes mit Ferrimycinen und einem Ferri- 
oxamine enthaltenden Kulturfiltrat von Streptomyceten (Abb. 2) abt 
sich dies ableiten. Die Enthemmungsgerade in Abb.2 (siehe auch 
Erklarung zu Abb.1) ist der geometrische Ort aller Punkte mit dem 
konstanten Verhaltnis Ferrimycine zu Ferrioxaminen, welches das 
Wachstum des Testkeimes begrenzt. Daf die Enthemmung kompetitiv 
ist, kann auch durch Plattendiffusionsteste mit Kombinationen von 
Metabolit und Antimetabolit gezeigt werden. In Abb.4 ist das Ergebnis 
eines Versuches mit Kombinationen von Ferrimycinen und Ferrioxami- 
nen in wechselnden Verhaltnissen dargestellt. 

Die Wirkungsflache ist keine Ebene, was durch 2 Faktoren bedingt ist: 

1. Die Diffusionskonstanten von Ferrimycinen und Ferrioxaminen 
sind nicht genau gleich, so daB die von der Diffusion abhangige Wirkung 
verzerrt wird. Dies wirkt sich speziell bei groBen Hemmzonen aus; hier 
sind die gemessenen Zonen gréBer als sie dem gegebenen Verhaltnis 
entsprechen wiirden. 

2. Die Streuung solcher Versuche ist gro8; dadurch entstehen kleine, 
gufallig verteilte Unebenheiten. Im Bereiche eines hohen Anteiles 
an Ferrioxaminen im Gemisch sind die Rander der Hemmzonen unscharf, 
so daB ein relativ groBer Ablesefehler entsteht. 

Die Schnittlinie der Wirkungsflache mit der Ebene bei 5 mm (Durch- 
messer der Filterrondellen) ist eine Gerade, die Punkte gleicher Konzen- 
trationsverhaltnisse verbindet. Fiir die Erreichung eines bestimmten 
Effektes (Grenze der Hemmwirkung) ist auch bei dieser Versuchs- 
anordnung tiber einen weiten Bereich (1:10000) ein gleiches Konzen- 
trationsverhaltnis erforderlich. Die Schnittlinie in Abb.4 entspricht der 
Enthemmungsgeraden im Bonrras-Test (Abb.2). Die Bestimmung des 
Inhibitionsindex nach Wootry (1952) kann noch nicht durchgefiihrt 
werden, da weder die Ferrimycine noch die Ferrioxamine véllig rein sind. 

Mit den beiden Versuchsanordnungen (Bontras-Test und Platten- 
diffusionsteste mit Kombinationen) wurde der Nachweis, daB die Ent- 
hemmung kompetitiv erfolgt, auf festen Nahrbéden geliefert. Fiir die 
Versuche mit fliissigen Nahrmedien kommen die iiblichen Testkeime 
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nicht in Betracht, da die hohe Resistenzrate den Nachweis einer Sidero- 
mycinwirkung erschwert. Die Versuche wurden daher mit Ustilago 
sphaerogena durchgefiihrt. Die Tatsache, daB die Sideromycine auch auf 
gewisse Pilze wirken, ist iiberraschend. Anderseits verhalt sich Ustilago 
sphaerogena in bezug auf die Antibioticaempfindlichkeit wie ein Gram- 
positives Bakterium und wird z. B. wie diese durch Makrolide vom Typus 
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Abb.4. Die Wirkung von Kombinationen von Ferrioxaminen und Ferrimycinen auf Bacillus subtilis 
(Plattendiffusionsteste, Durchmesser der Filterrondellen 5 mm) 


Erythromycin gehemmt, nicht aber durch die pilzwirksamen Polyen- 
Antibiotica. Gegeniiber den Bakterien weist Ustilago sphaerogena fiir diese 
Versuche den Vorteil auf, daB keine oder nur sehr wenige Sideromycin-— 
1esistente Keime auftreten. Gepriift wurde das Wachstum von Ustilago 
sphaerogena mit den in Abschnitt IL h geschilderten Methoden, ohne 
Zusatz, nach Zusatz von Ferrimycinen, Ferrioxaminen und Kombina- 
tionen der beiden. Die Ergebnisse sind in der Tab.6 zusammengestellt. 
Die Gegeniiberstellung der Ergebnisse mit Ustilago sphaerogena in 
fliissiger Kultur mit denjenigen von Bacillus subtilis im Plattendiffusions- 
test zeigt, daB bei beiden Versuchsanordnungen die gleichen Effekte auf- 
treten. Der Plattendiffusionstest gestattet aber nur die Erfassung eines 
bestimmten antagonistischen Effektes (Grenze der Hemmwirkung), 
wahrend in den Versuchen mit Ustilago sphaerogena verschiedene Effekte, 
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z.B. auch eine Férderung des Wachstums erfaBbar ist. Kin Restwachstum 
von 30—33°/, ist mit 0,1 y/ml Ferrimycine und 0.1 y/ml Ferrioxamine, 
wie auch mit 0,01 y/ml Ferrimycine und 0,01 y/ml Ferrioxamine zu 
erreichen, d.h. mit einem konstanten Verhaltnis. Die Grenzlinie im 
Bontras-Test (Abb.2) und die Schnittlinie in Abb.4 konnen als graphi- 
sche Darstellung einer kompetitiv gehemmten Fermentreaktion auf- 
gefaBt werden, wobei die Grenzlinie bzw. die Schnittlinie die Punkte 


Tabelle 6. Die Wirkung von Ferrimycinen, Ferrioxaminen und Kombinationen 
derselben auf Ustilago sphaerogena 


Zusatz von | Wachs-| Zusatz von Wachs- Zusatz von Wachs- 
Ferrimycinen tum | Ferrioxaminen | tum Ferrimycinen + Ferrioxaminen tum 

27 Std 27 Std 27 Std 

Kontrolle 100 °/, Kontrolle 100 °/, Kontrolle 100 °/, 

1 y/nol bee le LO y/ml | 462°/, 0,4 y/ml+1 y/ml 170°/, 
0,1 y/mol I y/ml | 454°/, 0,01 y/ml + 1 y/ml 3159), 
0,01 y/ml | 14°/, 0,1 y/ml | 192°/, 0,1 y/ml + 0,1 y/ml 33°/5 
0,001 y/ml | 57°/, 0,01 y/ml ASE 0,01 y/ml + 0,1 y/ml 140°/, 
0,0001 y/ml | 90°/, 0,001 y/ml | 105°/, 0,1. y/ml + 0,01 y/val 4°], 
0,00001 y/ml | 98°/, 0,01 y/ml + 0,01 y/ml 30°/5 


gleicher Hemmwirkung verbindet. In den genannten Versuchsanord- 
nungen ist dies die kleinste, konstante Fermenthemmung, die kein 
Wachstum mehr erlaubt. Die Ferrimycine entsprechen dem Inhibitor, 
die Ferrioxamine dem Substrat. 

Die vollstandige Enthemmung der Ferrimycinwirkung gelingt tiber 
den weiten Konzentrationsbereich von 0,01—100y/ml Ferrimycine. 
Daraus kann abgeleitet werden, daB die Ferrimycine iiber den ganzen 
Bereich in vitro auf die gleiche Weise wirken und daB auch bei hohen 
Konzentrationen keine Nebeneffekte auftreten. 

Nach diesen Versuchen scheint die kompetitive Hemmung eines lebens- 
notwendigen Enzymsystems, dem die Ferrioxamine oder analoge Ver- 
bindungen als Substrat dienen, die einzige, die Entwicklung von empfind- 
lichen Bakterien begrenzende Wirkung der Ferrimycine zu sein. 


lll. Ferrioxamine und Zellstofiweehsel 


Im vorangehenden Abschnitt wurde die Wirkung der Ferrimycine auf 
die eines kompetitiven Inhibitors eines Enzymsystems mit Ferrioxaminen 
oder analogen Verbindungen als Substrat zuriickgefiihrt. Unbekannt 
sind bisher sowohl die Strukturen des Substrates als auch die des Inhibi- 
tors, wie die Rolle der gehemmten Enzymreaktion im Stoffwechsel der 
empfindlichen Zelle. Die Aufklarung der Strukturen ist Sache der Chemie, 
Aufgabe des Biologen dagegen ist es, aufzukliren, welche Funktion die 
gehemmte Enzymreaktion ausiibt. Metallhaltige Antibiotica sind selten. 

23* 
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AuBer den in der Einleitung genannten Sideromycinen ist nur noch das 
kupferhaltige Phleomycin (Mazpa u. Mitarb. 1956, Taxrra u. Mitarb, 
1959) bekannt. Es ist daher naheliegend, die Rolle der durch Ferrimycine 
gehemmten Enzymreaktion im Eisenstoffwechsel der Zellen zu suchen. 
Eine Zusammenstellung der bekannten, biologisch aktiven Lisen- 
verbindungen geben Nemanps u. Stumpr (1959). Die zuganglichen 
Eisen enthaltenden Verbindungen wurden im Bontras-Test auf Ferri- 
oxamin-Wirkung gepriift. 

Unwirksam sind: Cytochrom c (BOEHRINGER), Katalase (BOEHRINGER), 
Hamin und Ferroverdin! (CHAIN u. Mitarb. 1955, EHRENBERG 1956). 
Mit den Ferrioxaminen im Zusammenhang stehen: 

Ferrichrom, Ferrichrom A und Ferrichrom B, gebildet durch 
Ustilago sphaerogena (NEILANDS 1952, 1953a, b, 1957, GARIBALDI u. 
Neruanps 1955, GaRTBALDI 1957, EmprRy u. NEILANDS 1959), 

Coprogen, isoliert aus Kulturen einer Penicillium-Species (PIDACKS 
u. Mitarb. 1953, HESSELTINE u. Mitarb. 1952, 1953, Rirreru. Mitarb. 1953), 

Terregens-Faktor, nachgewiesen in Kulturen von Arthrobacter 
pascens Lochhead et Burton (LocHHEAD u. Mitarb. 1952, 1953a, b, 1956, 
Burton u. Mitarb. 1953, 1954, LocuyEap 1957, 1958a, b, BURTON u. 
LocuHeEaAD 1957). 

Neranps! iiberlieB uns je eine Probe von Ferrichrom, Ferrichrom A 
und Ferrichrom B (noch nicht publiziert). Ferrichrom und Ferrichrom B 
weisen im Bontras-Test mit Bacillus subtilis eine deutliche Ferrioxamin- 
Wirkung auf. Die Wirkung des Ferrichroms entspricht derjenigen von 
reinem Ferrioxamin B (BicKEt u. Mitarb. 1960, 1, 3). Das Ferrichrom A 
ist in diesem Test in einer Konzentration von 100 y/ml unwirksam, 
héhere Konzentrationen wurden aus Substanzmangel nicht gepriift. 

LocuHeEaD! sandte uns sowohl die den Terregens-Faktor bendtigenden 
Stéimme Arthrobacter terregens Lochhead et Burton und Arthrobacter 
flavescens Lochhead, wie auch den Terregens-Faktor-Bildner Arthrobacter 
pascens Lochhead et Burton. Die Priifung im Bontras-Test ergab das 
folgende Bild: 

1. Die Ferrioxamine kénnen die Wirkung des Terregens-Faktors fiir — 
Arthrobacter terregens und Arthrobacter flavescens iibernehmen. 

2. Kine rohe Kultur von Arthrobacter pascens (Produzent des Terregens- 
Faktors) besitzt eine deutliche Ferrioxamin-Aktivitit. 

Durch diese Versuche ist die biologische Verwandtschaft von Ferri- 
oxaminen, Ferrichrom, Ferrichrom B und Terregens-Faktor nachgewie- 
sen. Auf eine chemische Verwandtschaft zwischen Ferrichrom, Grisein 
und Terregens-Faktor weisen EMERY u. NEILANDS (1959) hin. 


1 Wir méchten sowohl Prof. J. B. Nemanps, Berkley (Kalifornien) fiir die Uber- 
lassung von Praparaten, als auch Prof. A. G. Locuamap, Ottawa (Kanada) und 
Dr. A. TonoLo, Rom, fiir die Zusendung von Kulturen danken. 
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Das Coprogen ist, wie uns Dr. Hurcxnrines, American Cyanamid 
Comp., Pearl River N. Y., mitteilte, nicht mehr erhaltlich, so da ein 
direkter Vergleich nicht ausgefiihrt werden konnte. Da aber Coprogen in 
den Versuchen mit Pilobolus kleinii van Tieghem, Arthrobacter terregens 
und einem Microbacteriwm-Stamm die gleiche Wirkung besitzt wie 
Ferrichrom und der Terregens-Faktor (NEmANDS 1957, DEMarN u. 
HeEnpiin 1959), darf angenommen werden, daB dem Coprogen ebenfalls 
eine Ferrioxamin-Aktivitét zukommt. 

Die chemische Verwandtschaft von Ferrichromen, Coprogen und 
Terregens-Faktor mit den Ferrioxaminen und die, soweit iiberpriifbar, 
qualitativ gleiche Wirkung hat BICKEL u. Mitarb. (1960, 1) bewogen, diese 
Verbindungen unter dem Begriff Sideramine zusammenzufassen. 

Die Sideramine scheinen fiir die Vermehrung von Zellen notwendig zu 
sein. Diese Annahme ist durch die folgenden Feststellungen zu sttitzen: 

1. Sideramine kommen in zahlreichen Zellen vor, wenn auch meist in 
sehr geringen, erst nach starker Anreicherung erfaBbaren Mengen. Die 
bisher nachgewiesenen zu den Sideraminen zu zablenden Wuchsstofte 
sind in der Tab.7 zusammengefabt. 

2. Die Antagonisierung von Sideraminen durch Sideromycine verhindert 
die Vermehrung verschiedener Mikroorganismen. DaB die Sideromycine 
trotzdem nur ein beschranktes Spektrum und nur geringe Toxicitat 
aufweisen, kann nicht als Argument gegen eine allgemeine Bedeutung der 
Sideramine gewertet werden, 

3. Ferrioxamine bewirken eine Wachstumssteigerung auch bei Stammen, 
welche selber Sideramine bilden (Ustilago sphaerogena, Chlamydomonas 
eugametos ). 

4. Eine Anzahl Mikroorganismen sind Sideramin-heterotroph. Sie 
bendtigen aber nursehr geringe Mengen dieser Stoffe (Arthrobacter terregens, 
Arthrobacter flavescens, Pilobolus kleini und ein Stamm von Microbac- 
terium). Fiir diese Mikroorganismen besitzen die Sideramine eigentlichen 
Vitamincharakter. 

Die Rolle der Sideramine im Stoffwechsel ist, wenn auch die all- 
gemeine Bedeutung als gesichert gelten kann, noch vollig unklar. Kinen 
Hinweis iiber die Funktion der durch die Sideromycine gehemmten 
Enzymreaktion geben die folgenden der Literatur entnommenen Ver- 
mutungen. GAUSE (1955) nimmt, gestiitzt auf die Beobachtung, dak die 
Wirkung des Albomycins nur bei geniigender Sauerstoffversorgung der 
Zellen eintritt, an, daB das Albomycin in die Atmungskette eingreife. 
Er fat Albomycin als ,,[mitation™ eines eisenhaltigen Atmungsenzyms 
auf, wobei das Hisen die Rolle der prosthetischen Gruppe und der 
Peptidteil diejenige eines Protein-artigen Tragers iibernehmen wiirde. 
Damit stimmt die Feststellung tiberein, daB atmungsgeschadigte Staphylo- 
coccen-Zellen Albomycin-resistent sind (GausE 1955, 1958). In die 
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gleiche Richtung weisen die Feststellungen von NEILANDS (1953) und 
GarrBaLpr (1957), daB das Cytochrom ¢ in Versuchen mit Ustilago 
sphaerogena auf Kosten des Ferrichroms resp. des Ferrichroms A gebildet 
wird. 


Tabelle 7. Wuchsstoffe und Wuchsstoff-Aktivitdten aus der Sideramin-Gruppe 


Produzent resp. Herkunft eo niet ars Literatur 
Bakterien: 
Alealigenes bookeri Coprogen, Piloboluskleiniit | HESSELTINEu. Mitarb. 1953 
Arthrobacter pascens Terregens-Faktor LocuHeEap u. Burton 1952 
Bacillus subtilis Ferrioxamin-Test 
Sarcina lutea Coprogen, Pilobolus kleinii | HEsSELTINE u. Mitarb. 
1953 
Streptomyces-Arten Ferrioxamine — 
(siehe Tab. 1) 
Streptomyces sp. Coprogen, Pilobolus kleinii | HEssELTINE u. Mitarb. 
1953 
Pilze: 
Aspergillus carbonarius | Coprogen, Pilobolus kleinit | HEssELTINE u. Mitarb. 
1953 
Penicillium sp. Coprogen HESSELTINE u. Mitarb. 
1953, 1952 
Ustilago sphaerogena Ferrichrom, Ferrichrom B | Nemanps 1952 
Ustilago zeae Coprogen, Pilobolus kleinii | HmssELTINE u. Mitarb. 
1953 
Algen: 
Chlamydomonas Ferrioxamin-Test — 
eugametos 
Phanerogamen: 
Solanum lycopersict Ferrioxamin-Test — 
Rhoeo discolor Ferrioxamin-Test — 
» Gras‘ Pilobolus kleinii Paar 1952 
»Heu‘‘ Pilobolus kleinii Lyr 1953 
Tierische Gewebe: 
Leber Arthrobacter terregens LocuHeap u. Burton 1957 
Leber Microbacterium lacticum Dermatn u. Henpirn 1959 
Leber Ferrioxamin-Test 4 


Da die Ferrimycine auf die Atmung ruhender Zellen keinen Einflu8 
ausiiben (unpublizierte Versuche), ist ein direktes Eingreifen in die 
Atmungskette unwahrscheinlich. Die von Empry u. Nemanps (1959) 
publizierte partielle Strukturformel des Ferrichroms laBt keine Beziehung 
zu den bekannten Atmungsfermenten erkennen. 

Kine zweite Hypothese schligt Nemanps (1957) vor. Er nimmt an, 
daB diese Wachstumsfaktoren als ,,Coenzyme“ des Hisentransportes in 
Mikroorganismen funktionieren. Als Stiitzen dieser Hypothese fiihrt er an: 

1. Die Wuchsstoffe fiir Pilobolus kleinit und Arthrobacter terregens sind 
streng eisenbindende Substanzen. Auch die chemisch verschiedene, aber 
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dennoch terregensaktive Aspergillsiure (Burton 1957) bildet stabile 
Eisenkomplexe. 

2. Die Bindungskonstante fiir Eisen ist bei diesen Stoffen sehr hoch, 
wie sie fiir einen biologischen ,,Eisen-Pool‘‘ notwendig ist. 

3. Fiir Ferrichrom und Ferrichrom A ist die Aufnahme in die Zelle 
sichergestellt, das Eisen dieser Verbindungen wird eventuell fiir die 
Ham-Synthese verwendet. 

4. Die Bildung eisenfreier Ferrichrome wird durch Eisenmangel stimu- 
liert. 

5. Ferrichrom bindet relativ spezifisch dreiwertiges Kisen. 


NzILanps (1957) teilt gestiitzt auf diese Hypothese die Mikroorganis- 
men in 2 Gruppen auf: 

I. Organismen mit der Fahigkeit, eisenbindende Stoffe zu bilden und 
auszuscheiden: autosequestrische Organismen, 

II. Organismen, die nicht in der Lage sind, solche Stoffe zu bilden; 
anautosequestrische Organismen. 

Die Bezeichnungen autosequestrisch und anautosequestrisch stimmen 
weitgehend mit den in dieser Arbeit verwendeten Begriffen Sideramin 
autotroph und Sideramin heterotroph tiberein. 

Die Sideromycinwirkung wiire nach dieser zweiten Hypothese als Kon- 
kurrenz derartiger ,,Coenzyme“ des Hisentransportes im mikrobiellen 
Stoffwechsel aufzufassen. Mit dieser Hypothese im Einklang sind die 
Beobachtungen, da Eisen (Ferri-[onen) oder noch in vermehrtem 
MaBe Eisenchelate z.B. des Lycomarasmins, des Oxychinolins oder der 
Athylendiamintetraessigsiure die Wirkung der Sideromycine, in aller- 
dings beschranktem Umfange und nicht kompetitiv, aufheben. 


Zusammenfassung 


1. Sideromycine sind Antibiotica, die gekreuzte Resistenz mit Grisein 
aufweisen und die durch Ferrioxamine in ihrer Wirkung gegen Gram- 
positive Bakterien kompetitiv enthemmt werden. 

2. Der qualitative und quantitative Nachweis, die Herstellung, 
Anreicherung und Auftrennung von Ferrioxaminen aus Streptomyceten 
werden beschrieben. 

3. Als Ferrioxamine wirkende Stoffe lassen sich in biologischem Material 
verschiedenen Ursprungs nachweisen (Bakterien, Actinomyceten, Pilze, 
Algen, Phanerogamen, Leber). 

4. Die Ferrioxamine férdern das Wachstum verschiedener Mikro- 
organismen. 

5. Die Wirkung des Ferrimycins als Beispiel eines Sideromycins wird 
auf die eines kompetitiven Inhibitors eines Enzymsystems mit Ferri- 
oxaminen oder analogen Verbindungen als Substrat zuriickgefiihrt. 
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6. Die Ferrioxamine aus Streptomyceten sind in bezug auf die Wirkung 
und im Chemismus mit den Wachstumsfaktoren Ferrichrom, Terregens- 
Faktor und Coprogen verwandt. Diese eisenhaltigen resp. eisenbindenden 
Wuchsstoffe werden als Sideramine bezeichnet. 

7. zwei Hypothesen fiir die Sideromycinwirkung werden einander gegen- 
iibergestellt: — Sideromycine als Konkurrenten eines Atmungsfermen- 
tes und — die wahrscheinlichere — Sideromycine als Inhibitoren von 
,,Coenzymen“ des Eisentransportes im mikrobiellen Stoffwechsel. 


Unserem verehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. E. GAumAaNN, méchten wir fiir die 
groBziigige Férderung dieser Arbeit danken. 
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Aus dem Botanischen Institut der Universitat Tiibingen 


Uber den Einflu8 hoher Temperatur 
auf die Oxalsiureanhaufung 
durch Aspergillus niger van Tiegh. 


Von 
HANS-MARTIN MULLER 


Mit 5 Textabbildungen 
(Hingegangen am 6. April 1960) 


Den Anlaf zu dieser Untersuchung gab die Beobachtung, daB ein der 
Sammlung des Tiibinger Botanischen Institutes entnommener Stamm von 
Aspergillus niger in einer physiologisch alkalischen Nahrlosung bei 43° 
mehr Oxalséure anhaufte als bei 30°. 

Uber den Einflu8 der Temperatur auf die Oxalsiureanhéufung durch 
Aspergillus niger finden sich Angaben bei WEHMER (1891a,b) und 
ScHoper (1930). WEHMER erhielt bei 10° und Zimmertemperatur mehr 
Oxalsadure als bei 34—35°, ScHoBER bei 20—22° mehr als bei 30—32°. 
Beide erklaren die férdernde Wirkung der tieferen Temperaturen mit 
der Verlangsamung des Saureabbaus. WEHMER fiihrt als Beweis die 
durch Zusatz von CaCO, erzielbare Steigerung der Ausbeute bei 34—35° 
an, die zeigt, daB die Oxalséure auch bei dieser Temperatur reichlich 
gebildet, bei Abwesenheit von CaCO, aber so schnell weiter zersetzt wird, 
daB sie sich dem Nachweis zum groBen Teil entzieht. Das gab AnlaB zu 
der Vermutung, da auch in unserem Falle die verstarkte Anhaéufung 
nicht auf die verstirkte Bildung, sondern auf die Verlangsamung oder 
Hemmung der Weiterzersetzung zuriickzufiihren sei. 

Kine andere Erklirungsméglichkeit wurde durch die Beobachtung 
geboten, daB die Oxalsiureanhaufung bei 43° und 30° etwa gleichzeitig 
mit einer hellgelben bis gelbbraunen Farbung der Kulturfliissigkeit ein- 
setzte. Nach BorreEts (1927) und Brnr (1930) konnte diese Farbung als 
Zeichen der Autolyse und die Oxalsiure somit als Autolyseprodukt auf- 
gefaBt werden. Da sich auBerdem herausstellte, daB die Autolyse bei 
43° stark gefordert ist, schien die verstiirkte Oxalsiureanhéufung bei der 
hohen Temperatur gerade auf diese Weise besonders zwanglos erklarbar 
zu sein. Beide Méglichkeiten waren genauer zu untersuchen. 


I. Methodik 


Kulturgefaif&e, 100 ml-Erlenmeyer (Weithals), mit Zellstoff verschlossen. 
Nihrlésungen. Beniitzt wurden eine physiologisch alkalische und eine physiol. 
saure Lésung. Beiden war gemeinsam: 


Oxalsiureanhiufung durch Aspergillus niger van Tiegh. 351 


Bidestill. Wasser; 0,005°/, FeSO,-7H,0O; 0,002°/, ZnSO,-7H,0; 0,0004°/, 
CuSO,:5H,O; 0,0003°/, MnSO,-7H,O; 0,00015°/, Na,MoO,-2H,0; 0,1°/o 
MgSO, -7H,0O. Die Konzentration der tibrigen Komponenten wird jeweils angege- 
ben. Das Ausgangs-px der physiologisch alkalischen Lésung wurde mit 25°/, HCl 
auf 5,4 gebracht. Die trocken sterilisierten Kolben wurden mit 30 ml Nahrlésung 
beschickt und danach zweimal je 20 min im strémenden Dampf sterilisiert. 

Beimpfung und Anzucht. Eine im Kiihlschrank aufbewahrte Stammkultur 
auf Schragagar lieferte die Conidien fiir die Impfkultur, deren Nahrlosung samt- 
liche Komponenten der bei den Hauptversuchen benutzten physiologisch alkalischen 
Lésung in halber Konzentration enthielt. Von kleinen Teilen der bei 30° gezogenen, 
etwa 3 Wochen alten Decke wurden die Conidien in Wasser abgeschwemmt und eine 
Suspension von rund 10? Conid./ml hergestellt. Beimpft wurde mit 0,5 ml je Kolben, 
die dadurch eingebrachte Menge an Gesamtstickstoff betrug etwa 0,02 mg, ist also 
zu vernachlassigen. Die Anzucht erfolgte in Thermostaten. Nach der Beimpfung 
wurden simtliche Kulturen zunachst 28 Std bei 30°C gehalten. Erst dann wurden 
die 43°C-Kulturen nach der héheren Temperatur tibertragen. 

Trockengewicht der Decke. Sie wurde mehrmals mit kaltem aqua dest. 
gewaschen, bei 80°C bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und in Wageglaschen 
gewogen. 

Glucose. Nach Bertrand und Lehmann-Maquenne-Schoorl. 

Gesamt-N. Nach Kjeldahl. 

NH,+-und Amid-N. Wie bei der Gesamt-N-Bestimmung, jedoch ohne vorher- 
gehende Veraschung. 

Oxalsaure in der Kulturflissigkeit. Bei sehr geringen Mengen wurde die 
gesamte mit dem Waschwasser vereinigte Kulturfliissigkeit, sonst ein aliquoter 
Teil, mit CaCl,-Pufferlésung (PAncH-TRAcEY 1955, S. 497) versetzt und die Oxal- 
saure nach mindestens 12 Std titrimetrisch mit KMnO, bestimmt. 

Oxalsaure inder Decke. In Anlehnung an das Verfahren von BAKER (PAECH- 
TRACEY a. a. O.) wurde die mit kaltem Wasser gewaschene Decke mit Quarzsand 
zerrieben, mit 3°/, HCl 1/, Std gekocht, tiber Nacht stehen gelassen und 
abzentrifugiert. Das Zentrifugat wurde mit 3°/, HC! auf 100 ml aufgefiillt und hier- 
von der fiinfte Teil im Zentrifugenglas mit 2 ml Phosphorwolframsaure (PAECH- 
Tracry a.a.O.) versetzt. Nachdem sich der Niederschlag abgesetzt hatte, wurde 
abzentrifugiert, der Uberstand in einem Becherglas mit 6°/, NH, neutralisiert, mit 
2 ml CaCl,-Pufferlésung versetzt und die Oxalsaure titrimetrisch bestimmt. 


Il. Ergebnisse 


1. Zur Frage einer autolytischen Herkunft der Oxalsdure 


Die Abb.1 und 2 zeigen die im wesentlichen gut reproduzierbaren 
Veranderungen des Myceltrockengewichts, des Glucose- und Oxalsaure- 
gehalts und des py-Wertes bei 30° und 43° in Kulturen mit einer phy- 
siologisch alkalischen Nahrlésung, die auBer den Spurenelementen 5°/, 
Glucose, 0,5°/, KNO, und 0,25°/, K,HPO, enthielt. 


Um das Bild nicht zu verwirren, wurden Einzelwerte nur fiir die Oxalséure ein-, 
gezeichnet. Sie entsprechen dem Gehalt jeweils einer Kultur und stammen aus 


insgesamt 5 Versuchen. 

Die Anhaufung der Oxalsaure und des bei 30° gelbbraunen, bei 43° 
hellgelben Farbstoffes setzt bei beiden Temperaturen etwa 52—54 Std 
nach der Beimpfung ein, also in Kulturen, die noch reichlich Glucose 
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enthalten und erst 40—50°/, der maximalen Mycelmenge gebildet haben. 
Die Glucose ist bei 30° und 43° etwa 4 Tage nach Beimpfung vollig 
verbraucht, etwa zur gleichen Zeit wird das maximale Mycelgewicht 
erreicht. Der genaue Zeitpunkt des volligen Glucoseverbrauchs lat sich 
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Abb.1. Verlauf von Trockensubstanzbildung (1), Glucoseverbrauch (2), Oxalsiureanhiufung in 
Kulturfliissigkeit (3) und Decke (4) und px (5) bei 30°. Physiol. alk. N&ahrldsung. (In die 108 Tage 
alten Kulturen wurde im Abstand von 4 Wochen dest. Wasser nachgefiillt) 
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Abb.2. Verlauf von Trockensubstanzbildung (7), Glucoseverbrauch (2), Oxalsiiureanhiiufung in der 
Kulturfliissigkeit (3) und pr (5) bei 43°. Physiol. alk. Nihrlésung. [Die Decke enthielt keine 
Oxalsiiure; Kurve (4) entfallt demnach] 


bei 30° in die Grenzen 89—100 Std nach Beimpfung, bei 43° in die Gren- 
zen 87—92 Std nach Beimpfung einschlieBen. Bildet man die Mittel- 
werte aller Oxalsiuregehalte, die in diesen Intervallen gefunden wurden, 
so erhalt man bei 30° 39 mg, bei 43° 71 mg. Die Differenz von 32 mg ist 
nach dem ¢-'Test signifikant (P< 0,05°/,). 

Nach dem volligen Glucoseverbrauch nimmt bei 43° die Geschwindig- 
keit der Oxalséureanhaufung zunichst ab. Dann setzt plotzlich ein 


Oxalsiureanhaufung durch Aspergillus niger van Tiegh. 353 


erneuter Anstieg ein, der aber anscheinend nicht in allen Kulturen das 
gleiche Ausma8 erreicht. Man beobachtet jetzt eine starke Streuung, 
innerhalb deren etwa 200 Std nach Beimpfung ein konstanter Endwert 
erreicht wird. Fa8t man alle Oxalsiuregehalte, die nach diesem Zeitpunkt 
gefunden wurden, zusammen, so ergibt sich ein Mittelwert von 137 mg. 


Man konnte einwenden, da®B die starke Streuung und das Erreichen des kon- 
stanten Endwertes durch die verschieden starke Austrocknung der Kulturen bedingt 
sei, doch trifft dieser Einwand nicht zu, da weder die Streuung geringer war, noch 
die Oxalsaureendwerte héher lagen, wenn steriles aqua dest. nachgefiillt wurde. 

Bei 30° werden die Oxalsiuregehalte nach dem volligen Glucose- 
verbrauch ebenfalls noch weiter erhéht. Zu der Oxalsaure in der Kultur- 
fliissigkeit tritt jetzt noch die Oxalsaure in der Decke hinzu. Die Summe 
beider erreicht spatestens 25 Tage nach Beimpfung einen konstanten 
Endwert von 97 mg. Dieser Wert (Mittel aus den Bestimmungen 25, 29 und 
108 Tage nach Beimpfung) liegt signifikant tiefer als das Mittel der 
Endwerte bei 43°. Die Differenz von 40 mg riihrt dabei signifikant nur 
von dem Vorsprung von 32 mg her, der bei 43° schon in der Zeit bis zum 
vélligen Glucoseverbrauch erreicht wird. 

Die nach dem vélligen Glucoseverbrauch. bei 43° und 30° noch. hin- 
zukommende Oxalsaure entsteht bei 30° und bei 43° mindestens zum 
iiberwiegenden Teil aus Substanzen der Decke, also nicht aus anderen 
organischen Saéuren oder sonstigen Vorstufen, die wahrend des Wachs- 
tums in der Kulturfliissigkeit angehéuft worden sind. Man ersieht schon 
aus Abb.1, daB der Verlangsamung der Autolyse bei 30° eine ebensolche 
der Oxalsiureanhaufung parallel geht. Die an diese Beobachtung 
angekniipfte Vermutung eines ursichlichen Zusammenhangs beider 
Vorginge lieB sich dadurch bestatigen, da® die Kulturfliissigkeit 89 Std 
nach Beimpfung, also zum ungefaéhren Zeitpunkt des vélligen Glucose- 
verbrauchs bei beiden Temperaturen abgegossen und nach Waschen mit 
aqua dest. unter sterilen Bedingungen durch eine Phosphatpufferlosung 
gleichen py-Wertes ersetzt wurde. (Dieser betrug bei 30° 6,8, bei 43° 
3,8.) In dieser Ersatzlésung fanden sich bei 30° am 14. und 21. Tag 
nach Beimpfung im Mittel 32 mg, bei 43° am 9., 15. und 24. Tag nach 
Beimpfung im Mittel 57 mg. Im gleichen Zeitraum kam in der nicht 
gewechselten Kulturfliissigkeit bei 30° mit 33 mg fast dieselbe, bei 43° mit 
66 mg eine etwas hdhere Oxalsiuremenge hinzu, die Differenz von 9 mg 
ist jedoch nicht signifikant. In der Decke einer Ersatzkultur bei 30° 
fanden sich am 14. Tag nach Beimpfung 10 mg, also genauso viel wie 
in der Decke der Kulturen mit nicht gewechseltem Medium (vgl. Abb. 1). 

Um einen Anhaltspunkt zu bekommen, ob auch die vor dem vélligen 
Glucoseverbrauch angehaufte Oxalsaure autolytischen Ursprungs ist, 
wurde untersucht, welche N-Fraktion die Hauptmasse des autolytisch 
freigesetzten Stickstoffes enthalt, und ab wann diese Fraktion in der 
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Kulturfliissigkeit auftritt. Die Abb.3 und 4 zeigen die Ergebnisse. Bei 
30° (Abb.3) beginnt der Gesamtstickstoffgehalt der Decke 90—100 Std 
nach Beimpfung, d.h. etwa ab dem Zeitpunkt des volligen Glucose- 
verbrauches (vgl. Abb.1), abzunehmen, nachdem er einen maximalen 
Wert von 19,8 mg erreicht hat. Wie sich aus der Summe der Gesamt- 
stickstoffgehalte von Kulturfliissigkeit und Decke ergibt, findet sich der 
aus der Decke verschwin- 
dende Stickstoff vollig als 
Gesamtstickstoff in der Kul- 
turfliissigkeit wieder, dessen 
eroBter Teil als NH,+- und 
Amid-N vorliegt. Von dieser 
Fraktion sind 306 Std nach 
Beimpfung, nachdem die 
Autolyse schon fast vdllig 
zum Stillstand gekommen 
ist, 5,6 mg vorhanden, zum 


0 100 20 =6Std = 900 Zeitpunkt des volligen Glu- 
Abb. 3. Verlauf des Gesamt-N der Decke a und der coseverbrauches dagegen nur 
Kulturfitissigkeit 6, der Summe dieser beiden Werte d 9 . 3 60 
und des NH,+- und Amid-N der Kulturfliissigkeit c 0,2 mg DZW. o, lo 

bei 30°. Physiol. alk. Nahrlésung Der Einwand NH, konne 
’ 


waihrend des Wachstums nach 
auBen hin entwichen sein, ist nicht zutreffend, da zum Zeitpunkt des vélligen 
Glucoseverbrauches als Gesamt-N in Kulturfliissigkeit und Decke zusammen 
20,4 mg erfafit sind, das sind 98°/, des in der Ausgangsnahrlésung als Nitrat-N zur 
Verfiigung stehenden Stickstoffes. 


Auch bei 43° findet sich der aus der Decke verschwindende Stickstoff 
vollig in der Kulturfliissigkeit wieder und besteht wie bei 30° hauptsach- 
lich aus NH,+- und Amid-N, der wie dort erst nach dem vélligen Glucose- 
verbrauch in erheblicher Menge nachzuweisen ist (Abb.4). 


Zusammen mit der Beobachtung, daB auch die auBeren Zeichen der 
Autolyse (Verlust der Elastizitit der Decke und Ablésung von der Wand 
des Kolbens) erst jetzt auftreten, sprechen diese Befunde dafiir, daB die 
Autolyse nicht schon gleichzeitig mit der Anfarbung des Mediums und 
der Oxalsiureanhiufung beginnt. Die Méglichkeit ist jedoch nicht ganz 
auszuschlieBen, daB auf Grund einer vom Wachstum iiberkompensierten 
und am auBeren Habitus nicht erkennbaren Autolyse einzelner Teile der 
Decke Oxalsiure, NH, und Farbstoff zwar zusammen entstehen, daB 
aber das NH; im Gegensatz zu den beiden anderen Autolyseprodukten 
so lange wieder in den Zellaufbau mit einbezogen wird, bis keine Glucose 
mehr vorhanden ist. Man kénnte etwa daran denken, daB die zuerst 
gebildeten Hyphen schon friih wieder autolysieren (vgl. BrHr 1930; 
Scumipr 1936) oder da die von der Nahrlésung am weitesten ent- 
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fernten Teile der physiologisch uneinheitlichen Decke (vg]. Foster 1949; 
KLuyvER u. PERQuIN 1933) wegen der schlechten Nahrstoffversorgung 
schon vor dem vélligen Glucoseverbrauch sich zu zersetzen beginnen. 
Die hier mitgeteilten Ergebnisse decken sich nicht mit den Angaben von BorTELS 
(1927), nach dem bei 25—30° C NH,-Anhaufung und Anfarbung des Mediums durch 


Asp. niger etwa gleichzeitig beginnen. Ein schénes Beispiel fiir den gleichzeitigen Be- 
ginn beider Prozesse findet sich auch bei Drnrzzt u.a. (1950). Bei Brnr (1930), der bei 
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Abb.4. Verlauf des Gesamt-N der Decke a und der Kulturfilissigkeit 6, der Summe dieser beiden 
Werte d und des NH,+- und Amid-N der Kulturfliissigkeit ¢ bei 43°. Physiol. alk. Nahrlésung 


25° C vor dem vélligen Glucoseverbrauch nur einen geringen Bruchteil des nachher 
nachzuweisenden NH, feststellen konnte, scheint die Anfarbung ebenfalls erst nach 
diesem Zeitpunkt erfolgt zu sein. (Es handelt sich dabei um die ,,neutrale Autolyse**, 
die bei 30° auch in unserem Falle vorliegt.) Daf die Anfarbung in den Kulturen 
des von mir verwendeten Stammes schon so friih auftritt, kénnte eine Parallel- 
erscheinung zu dem von KisrEer (1950) beschriebenen Erscheinen eines roten, 
N-freien und chinonartigen Farbstoffes in jungen, noch Glucose enthaltenden 
Kulturen von Asp. niger sein (vgl. auch Rrppet-BaLpEs 1955 8. 201). Dieser Farb- 
stof€ wird nach Kistur erst im Verlauf der Autolyse durch Einbau von NH, in 
eine dunkel gefarbte, humusahnliche Form iibergefiihrt, ist also selbst kein Auto- 
lyseprodukt. Es ist allerdings auch hier zu bedenken, ob dieser Einbau nicht erst 
dann erfolgen kann, wenn das zusammen mit dem Farbstoff auf Grund der Auto- 
lyse vielleicht auch schon vorher entstehende NH, nicht mehr zum Zellaufbau ver- 
wendet wird. 


2.Zur Temperaturabhingigkeit der Autolyse 


Die in der Einleitung erwahnte Intensivierung der Autolyse durch die 
hohe Temperatur, eine Erscheinung, die auch fir Pneumokokken (SPICER 
1940) und Mucorineen (Scumript 1936) berichtet wird, ist bei einem Ver- 
gleich der Abb. 1—4zu erkennen. Trockengewicht und Stickstoffgehalt der 
Decke sinken im beobachteten Zeitraum bei 43° wesentlich tiefer ab als 
bei 30°. Auffallend ist dabei, daB sich die Trockengewichtsverluste etwa 
wie 1,5:1, die Stickstoffverluste dagegen wie 2,3:1 verhalten, daB also bei 
der hohen Temperatur relativ mehr stickstoffhaltige Substanzen von der 
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Autolyse erfaBt werden als bei 30°. Das diirfte mit der vélligen Conidien- 
freiheit der Decke bei43° zusammenhangen, die es erlaubt, daB die bei 30° 
in den Conidien enthaltenen und damit der Autolyse entzogenen Proteide 
bei derhohen Temperatur ebenfalls abgebaut werden. Auch die umgekehrte 
Méglichkeit kénnte verwirklicht sein, daB die Sterilitat der Decke cine 
Folge der intensiveren Autolyse ist. 


3. Zur Frage der Hemmung der Oxalsdurezersetzung bet 43° 


Einer physiologisch sauren Nahrlosung, die auBer den Spurenelemen- 
ten 3°/, Glucose, 0,5°/, NH,Cl und 0,25°/, KH,PO, enthielt, und bei deren 
Verwendung weder in der Kulturfliissigkeit noch in der Decke Oxalsaure 
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Abb.5. Verlauf des Abbaus freier Oxalsiure der Kulturfliissigkeit bei 30° und 43°. Physiol. saure 
Nihrlésung. (Die Decke enthielt keine Oxalsiure) 


nachzuweisen war, wurde so viel freie Oxalsdure zugesetzt, daB der 
Gehalt je Kultur 50 mg C,H,O, betrug. Wie Abb.5 zeigt, verschwand 
die Saéure bei 30° rasch und vollig, bei 43° langsamer und nur zu etwa?/; 
der zugesetzten Menge. Das beweist, daB zwar eine véllige Hemmung der 
Verarbeitung unter den vorliegenden Bedingungen bei 43° noch nicht 
vorliegt, daB aber ihr Temperaturoptimum iiberschritten ist. 

Es liegt nach Mtuuer (1950) fiir Proactinomyceten bei 34°, doch hat diese 
Autorin Temperaturen tiber 34° anscheinend nicht untersucht, so daB es nicht 
ausgeschlossen ist, daB die optimale Temperatur in diesem wie in unserem Falle noch 
etwas hoéher liegt. Die Ursache dafiir, daB die Oxalsiiure bei 43° nicht véllig ver- 
schwand, ist vielleicht darin zu suchen, daf nach dem Verbrauch der Glucose und 
etwa aus ihr gebildeter anderer Kohlenstoffquellen die Oxalsiure als Einzelkom- 
ponente vorlag, in welcher Form sie nach MULLER (1950) und TAUFEL u. RUTLOFF 
(1958) von Asp. niger nicht umgesetzt werden kann. Uber die verschiedenen Méglich- 
keiten der Oxalsdiurezersetzung haben JAkoBy u. Brat (1958) einen zusammen- 
fassenden Bericht gegeben. 


Ill. Diskussion 


Nach dem Gesagten laBt sich die Frage nach den Ursachen der Mehr- 
anhaufung auf die Frage einschriinken, welche Faktoren fiir die Mehr- 
anhaéufung vor dem Zeitpunkt des vélligen Glucoseverbrauches ver- 
antwortlich sind. Als einer dieser Faktoren mu vorlaufig noch die 
verstairkte Autolyse angesehen werden, man kénnte aber auch daran 
denken, daB ein Shunt-Stoffwechsel vorliegt, d.h. da die hohe 
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Temperatur das Mycelwachstum beeintrachtigt und dafiir die Saure- 
bildung férdert, also einen ahnlichen Effekt hat wie etwa Zn-Mangel 
bei normaler Temperatur (vgl. Foster 1949). Das niedrigere maximale 
Mycelgewicht bei 43° (— es betrigt 505 mg gegeniiber 563 mg bei 30°, 
der Unterschied ist nach dem ¢-Test signifikant —) stimmt mit 
dieser Annahme iiberein, kann aber auch als Folge einer verstarkten 
Autolyse aufgefaBt werden. Als weiterer Faktor fiir die Mehranhaufung 
kommt die Herabsetzung der Zersetzungsgeschwindigkeit bei der hohen 
Temperatur in Frage. Gegen diese Moglichkeit sprechen allerdings 
Versuche, nach denen es nicht méglich ist, bei 30° die Oxalsaure- 
anhaéufung vor dem Zeitpunkt des voélligen Glucoseverbrauchs durch 
Zusatz von CaCO, zu erhdhen. Vorausgesetzt, daB die Theorie von der 
abfangenden Wirkung von im Stoffwechsel freigesetzter Base richtig 
ist!, diirfte es vielmehr so sein, da bei 30° die beim Verbrauch von 
KNO, und K,HPO, freigesetzte Base zum Abfangen der Saure geniigt, 
denn der py-Wert steigt schnell auf 6,8 (Abb.1) und halt sich dann 
trotz der Saureproduktion auf dieser Hohe. Bei 43° sinkt er dagegen 
schon wahrend des Wachstums auf 3,8, spater noch weiter bis 
auf 2,6 ab (Abb.2), so daB hier eine etwaige Weiterzersetzung wahr- 
scheinlicher ist als bei 30°. Sie diirfte auch die Ursache sein, daB nach 
dem volligen Glucoseverbrauch bei 43° trotz der intensiveren Autolyse 
nicht mehr Oxalsaure auftritt als bei 30°. 

Uber Beziehungen der Oxalsiureanhaéufung zur Autolyse finden sich 
immer wieder Angaben in der Literatur. Brnr (1930) erwahnt, daB die 
Oxalsaure bei gewissen Stémmen in groBeren Mengen erst nach Aufhéren 
des Wachstums erscheint, CLELAND u. JOHNSON (1956) finden sie in 
normalen Wachstumskulturen nie vor Beginn der Autolyse. Dieses spate 
Auftreten ist eo ipso noch kein Beweis fiir die autolytische Entstehung, 
da auch die Méglichkeit einer Bildung aus anderen, wihrend des Wachs- 
tums angehauften organischen Sauren in Betracht gezogen werden muB 
(vgl. z.B. Weumer 1924; Burkewirscn 1924). Die enge zeitliche Ver- 
kniipfung ist aber zumindest ein Hinweis auf eine mogliche ursachliche 
Verkniipfung. Ein kausaler Zusammenhang kann mit Sicherheit aus 
einem Befund Atsopps (1937) abgelesen werden, der Oxalsdéureausschei- 
dung aus der Decke in dest. Wasser beobachtete. BuTKEWITSCH (1934) 
zitiert einen Versuch Rirrers, bei dem eine gewaschene Decke in eine 
tiglich erneuerte 0,2°/,ige Na,CO;-Lésung in 5 Tagen insgesamt 503 mg 
Oxalsiure ausschied, waihrend sie selbst zum Schlu8 des Versuches nur 
800 mg wog. Fosrmr (1949) halt die Herkunft dieser sehr groBen Oxal- 
sduremenge allein aus Mycelsubstanzen fiir unwahrscheinlich und dis- 
kutiert die Méglichkeit einer Reduktion von CO, durch H-Donatoren des 

1 Gegen diese Theorie spricht z. B. der Befund MitiErs (1950), daB Proactino- 
myceten Oxalséure selbst dann noch zersetzen, wenn der pu-Wert iiber 9 liegt. 

Arch. Mikrobiol., Bd. 36 24. 
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Mycels. Da das Anfangsgewicht der Decke nicht angegeben ist, kann 
man nicht beurteilen, ob ihre Gewichtsabnahme iiberhaupt die Oxal- 
sdureausscheidung iibertrifft. In unserem Falle ist der Gewichtsverlust 
der Decke bekannt, er ist rund 5mal gréBer als die bei 30° und 43° in die 
Phosphatpufferlésung ausgeschiedene Oxalsiuremenge, so daf also der 
Annahme ihrer ausschlieBlichen Entstehung aus Mycelsubstanzen nichts 
im Wege steht. Um welche Substanzen es sich dabei handelt, mu8 vorlaufig 
noch offenbleiben, es soll aber spater gezeigt werden, dafs man vor 
allem an stickstoffhaltige Substanzen zu denken hat. Theoretisch ist 
eine Herleitung z.B. aus Aminosduren durchaus méglich, da die Oxalsaéure 
nach neueren Arbeiten iiber die Oxalessigsiure mit dem Tricarbonsaure- 
cyclus verkniipft ist (Lit. bei Foster 1958; Jakopy u. Buat 1958), 
in den auch der Aminosdureabbau einmiinden kann. Das Auftreten 
reichlicher Mengen von Oxalsaure in den extrem stickstoffarmen Kul- 
turen von SCHOBER (1930) ist kein Argument gegen die grundsatzliche 
Méglichkeit einer proteolytischen Entstehung, da es sich hier zweifellos 
um einen durch den Stickstoffmangel verursachten Uberflutungsstoff- 
wechsel (Foster 1949) handelt. Dasselbe gilt fiir Ersatzkulturen, in 
denen als zweites Substrat eine stickstoffarme oder -freie Lésung geboten 
wird. Dabei besteht allerdings die Méglichkeit, daB die Oxalséiure unter 
gewissen Bedingungen doch aus Mycelsubstanzen entsteht. So fanden 
CLELAND u. JoHNson (1956) weder Autolyse noch Oxalsiure, wenn 
gewaschenes Submersmycel 3 Tage in dest. Wasser geschiittelt wurde. 
Wenn jedoch bei neutralem py D-Arabinose zugegen war, trat deutliche 
Autolyse und Oxalsdiurebildung aus Mycelsubstanzen ein. 


Zusammenfassung 

Ein Stamm von Aspergillus niger haiuft in einer physiologisch alkali- 
schen Nahrlésung bei 43° mehr Oxalsaure an als bei 30°. Dieser Unter- 
schied beruht auf der verstirkten Anhiufung vor dem Zeitpunkt des 
volligen Glucoseverbrauches. 

Die autolytische Herkunft des groBten Teils der nach diesem Zeitpunkt 
bei 30° und 43° noch hinzukommenden Oxalsaure wird nachgewiesen,eben- — 
so die Intensivierung der Autolyse bei der hohen Temperatur. Dagegen, 
dafi die Oxalsaiure auch vor dem vélligen Glucoseverbrauch autolytischen 
Ursprungsist und bei 43° aus diesem Grunde inverstirktem MaBe angehauft 
wird, spricht der Befund, daB die Fraktion des NH,+- und Amid-N vor 
diesem Zeitpunkt nur in sehr geringer Menge nachzuweisen ist. Es wird 
jedoch darauf hingewiesen, daB sie im Gegensatz zur Oxalsiure vielleicht 
wieder in das der Autolyse parallel laufende Wachstum mit einbezogen 
wird, solange noch Glucose vorhanden ist. 

Die Geschwindigkeit der Oxalsiurezersetzung ist bei 43° geringer als 
bei 30°. Eine Beteiligung dieses Temperatureffektes an der verstarkten 
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Anhaufung bei 43° wird diskutiert, ebenso die Méglichkeit eines tem- 
peraturbedingten Shunt-Effektes. 


Herrn Prof. Dr. E. Biinwnrya danke ich sehr herzlich fiir die Férderung der 
Arbeit, ebenso Herrn Prof. Dr. H. Kraut, dem Direktor des Max Planck-Institutes 
fiir Ernahrungsphysiologie, Dortmund, fiir die Erlaubnis, einige erginzende 
Bestimmungen in seinem Institut durchzufiihren. 
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Ecological studies of microorganisms in natural habitats are now of 
increasing interest. Investigations dealing with the synthesis of the 
ecology of microorganisms in relation to higher plants, should provide 
a foundation for the microhabitat studies advocated by CHEsTERs (1949) 
and GARRETT (1955). 


When the drought conditions prevail in the edaphic habitat, only 
the drought resisting part of soil microflora that can survive. The 
drought resistant part of the microflora in a Kenya soil (MEIKLEJOHN 
1957) consisted mainly of actinomycete spores. In the Egyptian desert, 
spore-forming bacteria, namely Bacillus subtilis and Bacillus megaterium, 
predominated in Farsetia aegyptiaca rhizosphere as well as in the neigh- 
bouring soil (Monrastr, Mostara and Etwan 1958). 


In this investigation, an attempt has been made to elucidate the 
effect of the edaphic drought of the Egyptian desert in summer, on the 
distribution frequency of bacteria. The significance of the rhizosphere 
of some drought resisting chamaephytes as constituting a microhabitat 
has been tried to be evaluated. 


The localities have been chosen as representing the open planes of the 
desert community. The vegetation is open and few individuals are 
scattered here and there with 2—5 metres distances inbetween (HAssIB 
1950). The two localities are (K. 28) and (K. 58) North Cairo, at Suez 

Road desert region. With regard to the macrovegetation the two locali- 
' ties show similarities except in the identity of the dominant species. At 
(K. 28), Artemisia monosperma predominated and at (K. 58), Citrullus 
colycinthus and Hyoscyamus muticus were the dominant species; Zygo- 
phyllum coccineum was recorded at (K. 58) and not at (K. 28). Accor- 
dingly the dominant species were chosen for rhizospheric bacterial 
investigations. 


* Now at Faculty of Agriculture, A’in Shams University. 
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Methods 

In june 1958, two excursions have been executed to the two localities. The 
angiosperms have been recorded in an area of about 400 m?., and their frequency 
determined. Soil and rhizosphere sampling was carried out aseptically. A box of 
1 x-5m. sprayed from inside with 4°/, formalin and containing all the sterilized 
manipulations, was vertically located against the wind direction, with its only 
opened side towards the chosen plant. The root system of the plant had been 
carefully excavated down to the growing point, shaken to get rid of the super- 
fluous sand (WELBEY et al., 1952) and then quickly transferred to a sterilized wide 
mouth conical flask of one litre capacity, containing 200 ml. of sterile Waksman’s 
solution. The flask was shaken for one minute. Three root systems for each plant 
were excavated. One was treated as above. The second was put in a sterile nitrogen- 
free medium containing 2°/, anhydrous glucose; 0.1°/, KH,PO,; 0.2°/) CaCOs; 
0.05°/) MgSO, - 7 HO; 0.05°/, NaCl; 0.005°/, FeSO, and 0.0005°/, Na,MoO,; dissolved 
in distilled water. The third was cut aseptically into pieces of about 2 cm. long, 
and directly adhered to the surface of sterilized Waksman agar plates. 

About 5 mm. of exposed soil in the digged out profile was removed using a sterile 
scalpel before soil sampling. About one kilogram of soil was taken along the profile 
in a sterilized wide mouth tightly closed glass container. Throughout the sampling 
processes, three sterile agar plates were exposed to air on a stool so as to eliminate 
the probable interference of the contaminants. Direct inoculation of Waksman agar 
plates by about 0.1 gm. of the thoroughly mixed soil sample was carried out in the 
field using a fine spatula. All the plates were incubated at 30°C 2 hours after in- 
oculation. 

For counting the total bacteria, the dilution plate count method was used. To 
determine the percentage frequency of the predominant species, 50 slants were 
prepared from colonies appearing on suitable dilutions and also from direct inocula- 
ted plates. 

Identifications of the isolated bacteria have been carried out. Three days old 
cultures which had been incubated at 30°C. were examined microscopically using 
Gram’s stain for the differentiation between (a) Gram-negative and Gram-positive 
bacteria (b) sporeformers and nonsporeformers. 

With the exception of few isolates, the majority of the bacteria were found to 
belong to the genus Bacillus (of aerobic sporeforming bacilli). Key to classification 
put forward by Manmoup (1955) was used. It incorporates characteristics of the 
organisms given by SMITH, Gorpon and CLARK (1952), in conjunction with the 
findings of Knicut and PRoom (1950) on the nutritional requirements of these 
organisms. 

The inoculated nitrogen-free medium was incubated at 30°C. after removing 
the root system. 

Water content, soil reaction and chemical analysis have been carried out and 
the methods used are similar to that previously mentioned (PrrER 1944). 


Results and Discussion 


The soils in which the experimental plants are growing, have a low 
saturation capacity percentage. They are poor in nitrogen and humus 
contents. They are alkaline and have considerable values of calcium 
carbonate with a value higher at (K. 58) than at (K. 28) (Table 1). 

The study of bacterial flora under the soil drought conditions pre- 
vailing in the studied localities, has given a good evidence for the signifi- 
cance of the rhizosphere in the desert community as a microhabitat. 
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The total counts of bacteria in Ottrullus, Artemisia, and Hyoscyamus 
rhizospheres are much higher than that of the neighbouring soil (Table 2). 
Whether it is the affording of a humid sphere around the root system, 
or the root secretion of certain metabolic products (ELWAN 1957) that 
favours the survival of the microorganisms in the rhizosphere, it is of 


Table 1. Soil analysis 


‘ : ¢ Milligrams ‘alot | 
Sampling saturation = Calcium Humus | Dp 
spot capacity °/> N,/100 sm. | carbonate °/, % / “% 
soil | 
Soil at (K. 28) 1.0 1.36 2.7 | 0.093 8.5 
Soil at (K. 58) 4.8 2.54 94 ol 0.097 8.5 


Table 2. Total bacterial counts of rhizosphere (R) and soil apart and qualitative 
detection of non-symbiotic nitrogen fixers 


: Sampling spot | Total count 4 Azotobacter Clostridium 
is (in millions) species species 
Artemisia monosperma (R)—(K. 28) 78 + + 
Soil at (K. 28) 4.3 on ie 
Citrullus colycinthus (R)—(K. 58) 200.0 _ _ 
Hyoscyamus muticus (R)—(K. 58) 210.0 a _ 
Soil at (K. 58) | 2.5 bie 5 


1 per gm. oven dry soil. 


interest from the ecological point of view, to have a habitat that favours 
the development of a large population of bacteria under the summer 
droughty conditions. The interaction between the rhizospheric bacteria 
and the roots, under these conditions, either benificial or harmfull needs 
further full investigations. However, a study of the interaction between 
the spore-former Bacillus subtilis, dominant in the rhizosphere of 
Farsetia aegyptiaca (KLWAN 1957) and the seedlings root systems of the 
latter, under controlled conditions, has revealed mutual benificial effects 
(Monrastr, Mostara and ELWAN 1958 and 1959). It seems probable that 
the rhizospheric bacteria can contribute, in collaboration with other 
factors, for the ability of the desert chamaephytes to endure drought. 
They—being predominating in the favorable humid habitat around the 
root—offer a peritrophic mantle of free symbionts, that probably may 
increase the humid conditions which may share in the protection of the 
root cells against the neighbouring nearly dry soil. The predominance 
of the spore-formers in the rhizosphere and in the soil apart (Table 3) 
is a suitable response for the prevailence of drought in the studied 
localities. 

In Citrullus colycinthus, and Hyoscyamus muticus rhizospheres, 
Bacillus subtilis was the only bacterium that has been isolated using the 
direct inoculation method. The dilution plate method has enabled to 
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isolate Bacillus licheniformis in both Citrullus and Hyoscyamus rhizo- 
spheres. Bacillus licheniformis has been also isolated from the soils near 
to Citrullus and Artemisia using both the direct inoculation and. the 
dilution plate methods. Its distribution frequency in the soils has a 
value rather lower than that in the rhizospheres. Bacillus megaterium 


Table 3. Distribution frequency of bacteria in the rhizosphere (R) and soil 
apart at (K. 28) and (K. 58) in Suez Road desert localities 
D. I. = direct inoculation and D. P. = dilution plate method 


ae Te 


_ |B subtilis |B Sebtlts~) B richen- | B.m ee wie ne 
F Tsolation |: (ater 3. Lichen « megat- entified entified 
Sampling spot Fanaa (albus) ie) iformis erium G. + ve G. — ve 
*/o 9/ *fo *lo short rods} nonspore 
° of, former °/ 
Artemisia mono- Welle 80 10 — — 10 — 
sperma, (R)— 
(K. 28) D.P 60 2 20 a= = 20 
Soil near to Ar- ID)5 ib 70 — 10 20 _ = 
temisia (K. 28) 1), 2. 50 20 20 10 ar = 
Citrullus colycin- | D.1 100 _ — _ — — 
thus(R)—(K.58)| D.P 75 a 25 2 = aL 
Hyoscyamus D.I 100 = = = = = 
muticus (R)— 
(K. 58) D. P. 75 as 25 = & = 
Soil near to D. I. 60 20 20 — — _ 
Citrullus(K.58) | —. P. 60 ae 20 20 = = 


could not be isolated from the rhizospheres. However, it was isolated 
from the soils with a frequency of 10—20°/,, using the dilution plate 
method. Unidentified Gram-positive short rods, and Gram-negative non 
sporeformers have been isolated only from Artemisia rhizosphere. How- 
ever, Bacillus subtilis (albus and aterrimus) was found to predominate in 
all the rhizospheres and soils apart. The same has been found with 
regard to Farsetia aegyptiaca rhizosphere and its neighbouring soils at 
various desert localities (Montasir, MosTaFa and Eiwan 1958). 

The significance of the rhizosphere as a microhabitat in the desert 
locality, has been further elucidated by the detection of free molecular 
nitrogen-fixing bacteria (Table 2). These could not be isolated from the 
soils. Clostridium sp. has been detected in Artemisia rhizosphere, and 
Azotobacter sp. in Citrullus and. Hyoscyamus rhizospheres. Azotobacter sp. 
has similarly been isolated from Farsetia aegyptiaca rhizosphere (ELWAN 
1957) in the Egyptian desert. The absence of Azotobacter or generally 
nitrogen-fixing bacteria seems to be an index of virgin soil (KeLiy 1954). 
The fixation of nitrogen in the rhizosphere may provide a nitrogen 
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source for the associated microorganisms (ELWAN 1957) and may contri- 
bute if conditions are favorable, to the replenishment of soil nitrogen 
(ANDERSON 1958). 

The combined effect of the dominant microorganisms in the rhizo- 
sphere on the higher plants under conditions similar to that of the desert, 
needs further extensive investigations to elucidate the significance of 
their biotic association with the roots. 


Summary 


The response of bacterial population to edaphic drought of the Egyp- 
tian desert in summer has been investigated. The sporeformers Bacillus 
subtilis, Bacillus licheniformis, and Bacillus megaterium have predo- 
minated in the soil. B. subtilis and B. licheniformis predominated in the 
rhizosphere of the studied chamaephytes. The total bacterial counts were 
found to be much higher in the rhizospheres than in the soils apart. 
Azotobacter sp. and Clostridium sp. have been isolated from rhizospheres 
but not from soils. The significance of the rhizosphere as constituting a 
microhabitat in the desert community, has been discussed. The probable 
contribution of the peritrophic mantle of bacteria for protecting root cells 
against edaphic drought has also been notified. 
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Aus dem Institut fiir Med. Mikrobiologie und Epidemiologie der Universitat Rostock 


Kultur und Entwicklung 
von Labyrinthula coenoeystis n.sp.* 


Von 
H. SCHMOLLER 


Mit 8 Textabbildungen 
(Lingegangen am 7. Mai 1960) 


Die verwandtschaftlichen Beziehungen der von CreNKOWSKI (1867) 
aufgestellten Gattung Labyrinthula sind auch heute noch ungewiB. 
Meist wird diese Gattung den Myxophyten zugeordnet (ENGLER 1954), da 
ihre Vertreter in Ubereinstimmung mit den Acrasiales Aggregatplasmo- 
dien bilden. Sie entwickeln jedoch keine Fruchtkérper und weisen sehr 
abweichende morphologische Merkmale auf. Die Einbeziehung in eine 
Rhizopodenfamilie ist ebenfalls schwierig; nach DorLEeIn-REICHENOW 
(1952) werden sie als selbsténdige Organismengruppe an die Amoebina 
angereiht. 

Labyrinthula-Zellen sind spindelformig und leben nicht einzeln, 
sondern sind durch diinne filarplasmodiale Verbindungsstrange, in 
denen sie gleitende Bewegungen ausfiihren, vereinigt. Der Verband kann 
baiumchenformig aussehen, oder die Fadenbahn ist weitmaschig netz- 
artig verzweigt. Zuweilen beachtlich voneinander entfernt, bewegen sich 
die Zellen in dem Fadensystem. Viele Hinzelindividuen kénnen auch zu 
einer Wanderader zusammenriicken, bei der mehrere Zellen nebeneinan- 
der ziehen und iiber lange Strecken liickenlos zusammengedrangt sind. 

Die bisher beobachteten Labyrinthulen sind vornehmlich marin 
oder Sii8wasserbewohner. Einige Arten leben saprophytisch an Wasser- 
pflanzen, andere kénnen in den Wirt eindringen, durch parasitische 
Lebensweise ganze Phytalbestinde vernichten (RENN 1936) und haben 
dann als Zerstérer der kiistennahen Flora des Meeresbodens beachtens- 
werte wirtschaftliche Bedeutung. RuumBumR (1928) duBerte die Ver- 
mutung, da$ Labyrinthulen auch in unseren Gewassern heimisch sind, 
da er sie in einem mit Helgolainder Seewasser gefiillten Aquarium in 
Gottingen fand. Auch ENauEr hatte sie schon an Material aus dem Kieler 
Seewasseraquarium beobachtet (Zopr 1887). Wurzelspitzen von Land- 
pflanzen werden ebenfalls von Labyrinthulen befallen (AscHNER 1958). 

Die friiheren Angaben iiber die Entwicklung dieser Protisten sind 
unsicher und liickenhaft, da die Beobachtungen an Rohkulturen im 


* Meinem hochverehrten Lehrer, Herrn Professor Dr. Dr. h.c. H. v. GUTTENBERG, 
zum 80. Geburtstag gewidmet. 
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hangenden Tropfen durchgefiihrt werden muBten. Erst Watson u. 
Orpat (1957) gelang die Reinkultur, und noch sind viele Fragen un- 
geklairt, welche die taxonomische Stellung, die Bewegung der spindel- 
formigen Zellen, die Nahrungsaufnahme und die Entwicklung betreffen. 
Neue Arten kénnten das bisherige Bild vervollstandigen, und eine andere 
Kulturmethodik kénnte vielleicht Bedingungen schaffen, die den Ent- 
wicklungscyclus der Labyrinthulen weiter klaren hilft. 


A. Isolierung und Kultur 


Im November 1959 wurden, wie zur gleichen Zeit im Vorjahre, etwa 
1,5 km westlich der Warnemiinder Mole an Buhnenpfahlen Algen be- 
obachtet, die als der Gattung Cladophora zugehorig bestimmt wurden. 
Neben griinen Biischeln fielen farblose auf, und die Vermutung lag nahe, 
daB die Protoplasten durch Parasitenbefall zerstért sein kénnten. 
Mikroskopische Untersuchungen bestatigten diese Annahme nicht un- 
eingeschrankt, denn die Umwandlung von vegetativen Zellen in Schwar- 
mer und deren Entleerung war haufig. 

Um bei spaiteren Anreicherungsverfahren keine Verunreinigungen zu 
kultivieren, wurde das Algenmaterial mit gréBter Sorgfalt eingesammelt. 
Die Sterilisation der GefaBe erfolgte in Papier, das erst am Entnahmeort 
entfernt wurde. AuBerdem wurden keimfreie Gummihandschuhe zur 
Entnahme benutzt und mit sterilisierter Schere die griinen Algen im 
Wasser (Temperatur 6,5°) tiber ihrer Basis abgeschnitten. 2 Tage zuvor 
waren ndahrstofffreie Meerwasseragarplatten (0,75°/, Agar) gegossen 
worden, die einen Tag vor der Materialentnahme mit einer Aufschwem- 
mung von wenig Fluorescenzbakterien (16stiindige Kultur) in steriler 
physiologischer Kochsalzlésung mit Diphtherie-Tupfern in radialen 
Strichen beimpft wurden. Dieses Verfahren hatte Mouron schon im 
Jahre 1902 zur Kultur von Amében eingefiihrt. In das Zentrum jeder 
Platte wurde etwas Algenmaterial gegeben und diese mit dem Deckel 
nach unten in feuchter Kammer bei 15—18° gehalten. Nach 5 Tagen 
wurden die Algen entfernt und 14 Tage darauf diese Plattenrohkulturen 
untersucht. Cystenbildner, denen die Kulturbedingungen nicht zusagten, 
hatten sich eingekapselt. Amédben, Flagellaten, Kieselalgen waren in 
Bewegung und gut angereichert. Besonders aber fielen Labyrinthulen ins 
Auge, die in allen fiir sie charakteristischen Formen auftraten. Bium- 
chenartige, netzmaschige und aderférmige Verbande waren zu erkennen. 
Von ihnen wurde eine selektive Anreicherungskultur hergestellt, und 
zwar in der Weise, daf ein groBer lockerer Verband, der sich auf der 
Platte als frei von anderen Protozoen erwies, mit einer ausgezogenen 
Glasnadel unter mikroskopischer Kontrolle ausgestochen und auf eine 
neu angelegte Meerwasseragar-Platte mit Fluorescenzbakterien iiber- 
tragen wurde. 
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Es erfolgte bald eine genaue Durchmusterung dieser neuen selektiven 

Anreicherungskultur. Ein kleiner zusammenhangender baumchenartiger 

Verband, der den Anschlu8 an die groBen Gruppen, welche sich auf den 

Impfstrichen entlangbewegten, verloren hatte, wurde allein ausgestochen. 
Er gab den Ursprung fiir die Labyrinthulareinkultur. 


Nach erfolgter Anreicherung zogen diese Labyrinthulen vom Zentrum 
aus als dichter Wall auf den Impfstrichen entlang. Ohne Zweifel waren 
die Fluorescenzbakterien eine gute Nahrung fiir sie. Schon mit bloBem 
Auge war zu erkennen, wie weit die Labyrinthulen vorankamen. Hinter 
ihnen waren die Bakterienstriche wie ausradiert. Labyrinthula wanderte 
nicht auf den bakterienfreien Teil der Platte. 

Mehrere durchgefiihrte Einzellisolierungen lieBen jede Weiterentwick- 
lung vermissen. 


B. Entwicklung 

Bereits auf der Plattenrohkultur und bei der selektiven Anreicherung 
wurde die Entwicklung der Labyrinthulen verfolgt. 

In ganz charakteristischer Weise kam es immer wieder zur Bildung von 
Aggregaten, wobei in jeder Spindel grobe, dunkelgriine Strukturen ge- 
bildet wurden. Wahrend die 
Zellen des vegetativen Ver- 
bandes den Farbstoff diffus ge- 
lést enthielten, trat er hier 
deutlich hervor und verlieh dem 
Ganzen eine griine Farbe. Fiinf 
bis mehrere hundert Zellen 
riickten so dicht auf einen 
Haufen (Abb. 1), daB sich keine 


Einzelindividuen mehr erken- 


nen lieBen.! Stets umgab sich Abb.1. Bildung der Aggregatcysten von Labyrinthula 
coenocystis 


a PRN ee 


das Gesamtplasmodium mit 

einer Hiille (Sorusbildung), ohne dai jede Hinzelzelle dieses auBerdem fiir 
sich tat. Im Gegensatz zu den Cystenaggregaten anderer Labyrinthulen, 
bei denen sich jede Zelle abrundet und mit einer gut wahrzunehmenden 
Hiille umgibt und die Einzelcysten nur in eine Rindensubstanz eingebettet 
sind, méchte ich hier von einer Ageregateyste sprechen. Nach mehreren 
Tagen hebt sich der dunkelgriine Inhalt von der Wand ab und kann noch- 
mals eine Membran bilden (Abb.2), zeigt damit jedoch in der Regel 
bereits den Beginn der Keimung an. Spindelfoérmige Labyrinthulenzellen 
treten dann als fadenférmiger Verband durch eine oder wenige Offnungen 
nach auBen (Abb. 3). Etwa alle 3 min verlaBt eine Zelle den Sorus. 


1 Die Mikroaufnahmen wurden mit der Miflexeinrichtung und Exakta Varex 
Obj. 40, Proj. 4, angefertigt und auf 480 mal nachvergréBert. 
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Neben jenen dichten Aggregaten, die sich mit einer festen Hiille um- 
geben, fielen auch lockere Zusammenlagerungen auf, bei denen jede Zelle 
feinkérnige Innenstrukturen zeigte (Abb.4). 


& PROMI ED 


Abb.2. Doppelwandige Aggregatcyste Abb.3. Keimung einer Aggregatcyste 


gh 


Abb.4. Lockeres Aggregat Abb. 5. Labyrinthulazellen mit Abb.6. Zerfall der Spindeln 
grobkérnigen Innenstrukturen 


Abb.7. Aggregat aus Abkémmlingen vegetativer Zellen Abb.8. Zusammenfiihrung des Fadenplasmas 


SchlieBlich kénnen die spindelférmigen Zellen auch grobkoérnige 
Strukturen bilden (Abb.5), sich zu Aggregaten zusammenlegen (Abb. 6) 
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und in jene EinschluBteile zerfallen, wobei um jeden Abkémmling zu- 
nachst eine Hiille hyaloplasmatischen Ursprungs verbleibt. Eine Weiter- 
entwicklung dieser Aggregate (Abb.7) konnte ich nie beobachten. In 
mehreren Fallen war jedoch ihr Schicksal, von einfallenden Labyrinthulen- 
verbanden verzehrt zu werden. 


Die Frage, ob das Fadensystem, in dem sich die Labyrinthulenspindeln 
vorwarts bewegen, aus toten Réhren besteht cder einen lebenden Be- 
standteil der Zellen ausmacht, wurde schon in Anreicherungskulturen 
entschieden. Verdindert ein Zellverband seinen Standort, so kann die 
Hauptmasse der Fadensubstanz als Strémung mitgefiihrt werden (Abb.8), 
womit deren lebende plasmatische Natur bewiesen ist. 


Die komplexen Verhialtnisse der ersten Plattenkulturen gewahrten so 
einen Einblick in die Entwicklung der Labyrinthula. Ist durch die Isolie- 
rung eines kleinen zusammenhingenden Zellverbandes die Sicherheit, 
artrein zu ziichten, erst vollstandig, und bietet das Movrton- Verfahren 
die Méglichkeit, die vegetativen Zustinde beliebig fortzufiihren, so ist 
doch eine Vereinfachung der Bedingungen erfolgt. Gewisse Entwick- 
lungszustinde miissen nun durch experimentelle Beeinflussung erzeugt 
werden. 

Die auf den Impfstrichen den Bakterien zugewandte Front der Rein- 
kultur besteht ausschlieBlich aus biumchenformigen, sehr dicht an- 
einander gelagerten Zellgruppen. Peitschenartig wird in Bewegungs- 
richtung vor der terminalen Zelle der Gleitfaden vorausgesandt und kann 
sich bereits verzweigen. Die nachstliegende Hinzelzelle teilt sich, und der 
erste Abkémmling wandert in den einen, der zweite in den anderen 
Fadenzweig. Durch Wiederholung entsteht das baumchenformige Aus- 
sehen. GroBe und Gestalt der Zellen weichen hier sehr voneinander ab. 
Spindelartige Formen sind kaum zu beobachten, zumeist sind sie ver- 
anderlich amébenartig. Diese Form der Labyrinthulen bildet sich also 
beim Vordringen in gute Nahrungsbezirke. 


Weiter zum Plattenzentrum aber, dort, wo die meisten Bakterien 
bereits verzehrt sind, wird der Verband aufgelockerter und netzmaschig. 
Die Zellen sind meist typisch spindelférmig, variieren nur wenig und 
gleiten umher. Hier begegnet uns also die charakteristische Bewegungs- 
form der Labyrinthulen. Messungen der Spindeln ergaben Langenwerte 
von 10—15 w und Breiten von 3—6 wu. Im Zentrum war der Kern oftmals 
deutlich zu erkennen, und Exkretionsvacuolen konnten ihn umgeben. 


Aderférmige Verbande bildeten sich in der Reinkultur nicht. Sie 
wurden vorher nur beobachtet, wenn die Bedingungen infolge un- 
geeigneter Nahrung schlecht waren, besonders oft unmittelbar vor der 
Sorusbildung. Wenn die Zellen zu Adern zusammenriicken, sind sie 
ungiinstigen Milieufaktoren nicht mehr so ausgesetzt wie im aufgelockerten 
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Verband. Sie befinden sich in rascher Bewegung, um Stellen besserer 
Lebensbedingungen aufzusuchen oder zum Sammelplatz fiir die Aggregat- 
bildung zu gelangen. 

C. Diskussion 

Die Gattung Labyrinthula wird dadurch charakterisiert, daB mikro- 
skopisch kleine, meist spindelférmige, durch ein Fadensystem verbundene 
Zellen baumchenartige, netzmaschige oder aderférmige Verbande bilden. 
Nicht nur in der GréBe der Einzelzellen, ihrer Farbe und Gestalt, sondern 
auch in der Bildung und Keimung der Cystenzustande unterscheiden sich 
die bisher beschriebenen Arten. So kann sich bei L. macrocystis Cienk. 
(CrenKowskI 1867), L. cienkowskii Zopf (Zopr 1892) und Pseudo- 
plasmodium aurantiacum Molisch (MotiscuH 1926) jede Zelle abrunden 
und mit einer Hiille umgeben. Viele solcher Cysten sind in einer 
Rindensubstanz eingebettet, und jede entlaBt schlieBlich mehrere 
Kiigelchen, deren Weiterentwicklung nie beobachtet wurde. Bei der vor- 
stehend beschriebenen, von Algenmaterial aus der Ostsee isolierten 
L. coenocystis bilden dagegen einige bis viele Zellen ein Plasmodium, das 
bald keine Einzelindividuen mehr erkennen 1a8t, satt griin ist und sich 
als Ganzes mit einer Hiille umgibt. 

Ahnliches konnte VaLKANov (1929) bei der L. zopfi Valk., einer sehr 
kleinen (bis 8 uw groBen) Art, die nach Youna (1943) mit L. chattonii 
Dangeard identisch ist, beobachten. Hier waren es aber stets nur wenige 
Spindeln in einer Hiille, die voneinander getrennt deutlich sichtbar 
blieben. Keimung solcher Aggregatcysten konnte VALKANOV nicht 
beobachten. 

GréBere Ahnlichkeit besitzen die Cystenzustinde (Sori) der von JEPPS 
(1931) gefundenen Labyrinthula mit L. coenocystis, denn auch hier treten 
zahlreiche Spindeln zu einem Aggregat zusammen, das sich mit einer 
Hille umgibt. Keimung wurde nicht beobachtet, jedoch konnten durch 
Druck Spindeln ohne feste Umhiillung freigesetzt werden. Das vegetative 
Stadium jener Art ist aber von dem der Labyrinthula coenocystis so 
verschieden, da eine Identitat ausgeschlossen werden muB. Das Plasma 
der vegetativen Spindeln von L. coenocystis, erscheint bei mikroskopischer 
Betrachtung im Hellfeld schwach griin und homogen. Kérnige Innen- 
strukturen treten nur vor der Aggregatbildung auf. Die Zellen der von 
Jurrs beobachteten Labyrinthula enthielten dagegen zahlreiche Ol- 
tropfen. Ferner waren bei meinen Untersuchungen die filarplasmodialen 
Stringe an den terminalen Zellen der hier beschriebenen Art einfach 
oder besaBen nur eine Seitenbahn. Die Bildung eines so reich verzweigten 
Fadensystems, wie es JEPPs abbildete, wurde bei eigenen Untersuchungen 
nicht festgestellt. 

Durch GréBe, Spindelgestalt, Teilungsvorginge und Farbe laBt sich 
auch L. minuta (WATSON u. RAPER 1957), die auBerdem charakteristische 
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vielkernige Kérper bildet, von der hier beschriebenen Art abgrenzen. 
Wahrend bei der Keimung die Soruswand der von Youne (1943) be- 
schriebenen Labyrinthula zerreiBt und runde Zellen freigesetzt werden, 
treten bei L.coenocystis durch eine oder wenige Offnungen spindel- 
formige Zellen in zusammenhingendem, fadenférmigem Verband nach 
auBen. Die Soruswand wird dabei nicht zerrissen. 

Die Bildung gleichartig geformter Kiigelchen wurde wie bei den oben 
erwihnten Labyrinthulen auch bei L. coenocystis beobachtet. Es steht 
jedoch fest, da® sie hier Produkte der vegetativen Zelle sind, nicht aber 
der Cyste, wenngleich sie meist unmittelbar neben den Aggregatcysten 
zu finden waren. Weiterentwicklung konnte trotz mehrwéchiger Kon- 
trolle markierter Bezirke der Plattenkulturen nicht beobachtet werden. 
Sie dienten vegetativen Zellen als Nahrung. 

Die Kultur von Labyrinthulen ist VisHyrac u. Watson (1953) in 
halbsynthetischem und Viswnrac (1955) in vollsynthetischem Medium 
gelungen. VALKANOV (1940) hatte bereits darauf hingewiesen, daB Auf- 
nahme geformter Nahrung nicht erfolge. Es konnte somit vermutet 
werden, da8 Labyrinthulen ideale Objekte fiir osmotrophe ernahrungs- 
physiologische Studien darstellen. Watson u. OrDAL (1957) erzielten 
sehr gutes Wachstum auf Serum-Meerwasseragar. Zur Ernahrung wurden 
L. coenocystis lebende Bakterien geboten und damit iippige Kulturen 
erzeugt. Auch AscHNER (1958) hatte Labyrinthulen mit Bakterien- 
reinkulturen ernahrt. 

Uber die Natur des Fadensystems der Labyrinthulen bestehen Wider- 
spriiche. VaLKANov (1929) faBt es als totes, elastisches Rohrensystem 
auf, wahrend Zopr (1892) von Fusionen spricht, die das Hyaloplasma, 
nicht aber das Polioplasma mehrerer Zellen vereinigen. Auch die Unter- 
suchungen von JEpps (1931) sprechen fiir eine plasmatische Natur der 
Faden. Bei L. coenocystis wurde beobachtet, wie die Substanz des Faden- 
geriistes stromt und zusammengefiihrt wird, was fiir deren plasmatische 
Natur spricht. 

Der Bewegungsmechanismus der Spindelzellen konnte auch in diesen 
Untersuchungen nicht geklart werden. Cilien, GeiBeln oder Pseudopodien 
wurden nicht beobachtet. 

Artdiagnose. Mit den Merkmalen der Gattung Labyrinthula. Sorus als 
Ageregatcyste mit dicker Hille. Keimung erfolgt durch einen Porus oder 
wenige kleine Offnungen (2—3) mit spindelformigen Zellen in zusammen- 
hangendem Fadensystem. Vegetative Zellen in Form und GroBe ver- 
anderlich, farblos oder schwach griin. Lange bis 15 yw. 


D. Zusammenfassung der Ergebnisse 
1. Eine friiher noch nicht beschriebene Labyrinthula-Art (L. coeno- 
cystis) wurde von Algenmaterial der Ostsee isoliert. 


372 H.Scumouver: Kultur und Entwicklung von Labyrinthula coenocystis n.sp. 


2. Die Bildung von Aggregatcysten und deren Keimung wird beschrie- 
ben. 

3. Die Entstehung von 2—8 Abkémmlingen aus jeder vegetativen Zelle 
wurde beobachtet. 

4. Uber die Reinkultur mit Bakterien als Nahrung wird berichtet. 

5. Die Fadenbahn der Labyrinthula erwies sich als plasmatischer Natur. 


Herrn Professor Dr. W. Scuwartz, Greifswald, und MHerrn Professor 
Dr. Dr. K.-D. Rupat, Direktor des Instituts fiir Med. Mikrobiologie und Epi- 
demiologie der Universitit Rostock, bin ich fiir die Férderung dieser Arbeit und 
das stets gezeigte Interesse zu groBem Dank verpflichtet. 
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Aus dem Botanischen Institut der Universitat Tiibingen 


Untersuchungen iiber den Einflu8 der AuBenfaktoren 
auf die Bildung der Oogonien 
bei Saprolegnia ferax (Gruith.) Thuret 


Von 
REINHARD KRAUSE 


Mit 6 Textabbildungen 
(Bingegangen am 11. Mai 1960) 


Kueps (1899) sowie KaurrMan (1908) und Prerers (1915) unter- 
suchten bei verschiedenen Saprolegniaceen die ,,morphogenen Reize* 
und die ,,allgemeinen und speziellen Bedingungen” fiir die Ausbildung 
der Fortpflanzungsorgane (Zoosporangien, Oogonien, Gemmen). Ihre 
Ergebnisse sind jedoch unter recht uneinheitlichen und wenig konstanten 
Versuchsbedingungen gewonnen worden. 

Nachdem inzwischen von RAPER (1952) ein hormonaler Koordinations- 
mechanismus bei der Ausbildung der Oogonien und Antheridien fiir 
heterothallische Saprolegniaceen nachgewiesen und zum Teil aufgeklart 
und fiir dikline homothallische Arten wahrscheinlich gemacht ist, sollte 
nun bei Saprolegnia ferax fiir die parthenogenetische Oosporenbildung er- 
neut unter definierten und reproduzierbaren Bedingungen der KinfluB von 
AuBenfaktoren auf den Ubergang des Mycels zur reproduktiven Phase 
untersucht werden. 

Da FIscHEer u. WERNER (1955) auch auf Agar eine gute Oogonienbildung bei 
Saprolegniaceen erzielt hatten, konnte auf die einige Schwierigkeiten und Fehler- 
quellen bergende Methode des Kulturmedienwechsels verzichtet werden. AuBerdem 
war auf festem Nahrboden die stérende Sporangienbildung ausgeschaltet. 

Vorversuche ergaben, dafi das Hyphenwachstum vom Licht nicht beeinflu&t 
wurde — wie bereits von STaMEROFF (1897) berichtet —, daB Oogonien aber nur 
im Dauerdunkel auftraten, im Licht-Dunkelwechsel (12:12 baw. 14:10 Std) sowie 
im Dauerlicht nicht. Diese Beobachtungen standen in auffallendem Gegensatz zu 
den Angaben von WEMMER (1954), wonach bei S. ferax die ,,Oosporenbildung unab- 
hangig vom Licht‘ erfolgen soll. Auch KiEps (1899) hatte nichts von einer Licht- 
wirkung erwahnt. Deshalb wurde eine besonders sorgfaltige Untersuchung des 
Lichtfaktors angestrebt. 


1. Material und Methode 


Versuchsobjekt. Die verwendete Species, Saprolegnia ferax (Gruith.) Thuret, 
stammte aus einem Wasserbecken des Botanischen Gartens in Tiibingen. Die Isolie- 
rung einer Reinkultur ging von einem reifen Zoosporangium aus. 

Nahrboden. Malzagar aus 2°/) einen Tag lang gewassertem Streifenagar (Fa. 
Reichel, Hamburg), 0,2°/5 Loflund’s Gerstenmalzextrakt (Dr. Frankle u. Eck OHG) 
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und aqua bidest. wurde im Dampf gekocht und hei durch Agarfilter filtriert. — 
Die bewuBt gering gehaltene Nahrstoffmenge laBt das Mycel vorwiegend im Agar 
wachsen und Lufthyphen auf der Agaroberflache nur vereinzelt entstehen. Bei 
héherer Malzkonzentration bildet der Pilz einen dichten Lufthyphenfilz, der die 
Beobachtung der Oogonien stark behindert (vgl. ScuHmipt 1925). 


KulturgefaBe. Fir eine gute Beobachtung und Auszihlung der Oogonien war 
es weiterhin erforderlich, den Agar méglichst diinn, etwa 1 mm stark, auszugieBen. 
Es wurden also ia. nur Petrischalen mit véllig ebenem Boden (7 bzw. 9cm @; 
Fa. Schott u. Gen.) verwendet, und sie erhielten je 5 bzw. 7 cm® mit genau graduier- 
ten Pipetten hei8 in Reagensglaser abgefiillten und dreimal im Dampf sterilisierten 
Agar. 

. mpfung. Mit Hilfe einer sterilen Lanzettnadel wurden Agarstiickchen von 
4—9 mm? GroBe aus der Mycelrandzone etwa 2 Tage alter Kulturen ausgestochen 
und auf das Zentrum einer frischen Agarplatte iibertragen. Das Impfmaterial fiir 
einen Versuch stammte méglichst nur von einer Mutterkultur. 


Kulturbedingungen. Die Stammkulturen befanden sich im Thermostaten bei 
23 —26°C, die Versuchskulturen i.a. in Kliimakammern (BBC) mit HNT- und HNW- 
Leuchtstofflampen (Osram, 120 cm; 40 W) bei konstanter Temperatur und einer 
relativen Luftfeuchtigkeit von meist 80°/,, und zwar — sofern nicht der LichteinfluB 
untersucht wurde — unter Dunkelstiirzen (Holzrahmen, mit lichtundurchlassiger 
Leinwand bespannt). 


Auswertung. Im allgemeinen bilden sich die Oogonien bei zentraler Impfung 
innerhalb gleicher konzentrischer Zonen sehr regelmaBig. Als Maf fiir die Intensitat 
der Oogonienbildung in der ganzen Petrischale kann man demnach die Zahl der 
Oogonien entlang eines Durchmessers ansehen. So wurden mit Fettstift am Boden 
der Schalen 2 aufeinander senkrechte Durchmesser markiert und entlang derselben— 
ausgenommen an der Impfstelle — die Oogonien bei 12,5facher Okular- und 3facher 
ObjektivvergréBerung in der Weise ausgezihlt, da beim Weiterschieben der Petri- 
schale auf dem Objekttisch der markierte Durchmesser immer in der Mitte des 
Gesichtsfeldes blieb. Diese Auszihlmethode erwies sich bei einem mittleren Fehler 
von etwa + 1°/, als ausreichend genau. Die 2 Werte je Petrischale wurden getrennt 
notiert. Erst das Mittel aus den Einzelwerten aller Petrischalen bei einer bestimmten 


Versuchsanordnung ergab die fiir diese Anordnung charakteristische MaBzahl der 
Oogonienbildung. 


2. Die Faktoren Temperatur, Hydratur und Aeration 


Abb.1 und 2 veranschaulichen die Ergebnisse zweier Versuche, bei 
denen Saprolegnia-Kulturen verschiedenen Temperaturen ausgesetzt 
waren. Wahrend das Mycelwachstum annihernd linear temperatur- 
abhangig ist, weist die Oogonienbildung bestimmte Temperaturschranken 
und ein deutliches Temperaturoptimum (zwischen 20 und 25°C) auf. 


Ab 27°C treten Gemmen auf, die nach Kumps (I. c.) bis zu einer Temperatur 
von 36°C entstehen kénnen. — In Abb.2, Kurve I nennt der niedere 10°-Wert die 
Zahl der reifen Oogonien, der héhere nennt die Zahl der reifen Oogonien und der 
Anlagen, von denen noch nicht feststand, ob sie zu Oogonien oder Gemmen wurden. 


Auch Feuchtigkeits- und Beliiftungsverhaltnisse spielen wahrscheinlich eine 
Rolle bei der Bildung von Oogonien. Werden beispielsweise die Petrischalen mit 
Plastilin luftdicht verschlossen, so unterbleibt die Oogonienbildung vollkommen. Es 
wurden noch etliche erginzende Beobachtungen gemacht; aber auch sie konnten 
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nicht eindeutig klaren, ob der hohe Feuchtigkeitsgehalt des Agars und der Luft- 
schicht dariiber oder ob Sauerstoffmangel oder CO,-Anreicherung die Entstehung 


von Oogonien verhindert. 


3. Der Lichtfaktor 
a) Photosensible Phase der Oogonienbildung 


Das Mycel von Saprolegnia erlangt erst in einem gewissen Reifestadium, 


das wohl weitgehend von 
Oogonien auszubilden: Es 
erfahrt eine Umstimmung 
von der vegetativen zur 
reproduktiven Phase. Wie 
aus den Vorversuchen her- 
vorging, entstehen im Licht 
keine Oogonien. Die Hemm- 
wirkung des Lichts besteht 
also offenbar in erster Linie 
in der Unterdriickung jener 
Potenz. Zunichst soll unter- 
sucht werden, ob nach er- 
folgter Umstimmung des 
Mycels und nach Indu- 
zierung von Oogonien- 
anlagen Licht auch auf die 
einzelnen Stadien der Aus- 
differenzierung der Anlagen 
zu reifen Oogonien (siehe 
Abb.3) einen hemmenden 
EinfluB hat oder sogar 
Riickdifferenzierungen aus- 
lésen kann. 

Oogonien treten allgemein 
erst 3—3,5cm hinter der Wachs- 
tumsfront des Mycels auf. Wenn 


jedoch das Mycel den Schalen- 
rand erreicht hat, setzt schon 


der Ernahrungslage abhangt, die Potenz, 
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Abb. 1. Myceldurchmesser nach 48sttindiger Bebriitung 
in Abhingigkeit von der Temperatur. Versuch I 
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Abb. 2. Bildung der Oogonien in Abhangigkeit von der 

Temperatur. Ordinate: Zahl der Oogonien je Durchmesser 

der 7 cm-Petrischalen (Mittel aus 8—10 Hinzelwerten). 
Versuch I 0 © o———o; Versuch II 0o—-—--o 


5—10 Std spater bei Dauerdunkel in 1—2 cm breiter Zone in Randnahe fast 
gleichzeitig lebhafte Bildung von Oogonieninitialen ein. Bei folgendem Versuch 
wurden daher nur die Oogonien der Randzone betrachtet, da sie allein einheit- 


liches Material darstellten. 


Versuchsanordnung: 21 + 1,2°C. — Nachdem das Mycel den Schalenrand 
erreicht hatte, wurden fortlaufend im Abstand von 3 Std je 4 Kulturen aus dem 
Dauerdunkel (= DD) entnommen und auf das Stadium der Oogonienbildung hin 
untersucht und entsprechend markiert. Die Kulturschalen kamen sofort nach der 
Beobachtung in Dauerlicht (15 HNT-Lampen; 2300 lux). Als die im DD ent- 
standenen Oogonien voll ausgebildet und reif waren, wurde der Versuch beendet. 
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Bei Versuchsende fanden sich bei den wahrend der Phase I (siehe 
Abb.3) in Dauerlicht gebrachten Kulturen keine Oogonien vor. Dagegen 
waren alle — teilweise in markierten Bezirken ausgezahlten — Oogonien- 
anlagen der verschiedenen Entwicklungsstadien zu reifen Oogonien 
geworden. Degenerationserscheinungen oder Riickdifferenzierungen wur- 
den nicht beobachtet. 

Licht unterdriickt also nur die Induzierung von Oogonieninitialen. 
Bereits gebildete Oogonienanlagen werden in ihrer weiteren Entwicklung 
zum reifen Oogon vom Licht nicht mehr beeinfluBt. 


po Se RE 


PHASE VE 


Abb. 3. Die Entwicklung der Oogonien. J Induzierungsphase (= Phase der Umstimmung des Mycels 
zar Bildung von Oogonieninitialen); JJ Wachstumsphase; III Isolierungsphase; IV Differenzierungs- 
phase; V Reifungsphase 

Aus weiteren Versuchen ging hervor, daB eine Belichtung des Mycels 
vor der Umstimmung zur Oogonienbildung keine Nachwirkung auf 
dieselbe hat. Nur wahrend der Umstimmungsphase ist das Mycel photo- 
sensibel. Innerhalb dieser photosensiblen Phase hemmt das Licht nur 
wahrend der Dauer seiner Einstrahlung; wird anschlieBend wieder 
Dauerdunkel geboten und ist die Umstimmungsphase noch nicht be- 
endet, treten erneut Oogonieninitialen auf. — Maximale Lichtempfind- 
lichkeit und damit im Dauerdunkel maximale Aktivitét der Oogonien- 
induzierung herrscht etwa im Zeitraum von 6—18 Std nach Aufhéren des 
Mycelwachstums am Schalenrand. 


b) Lichtintensitdt und Oogonienbildung 
In einer Klimakammer (20°C) wurden Kulturen verschiedenen Licht- 
intensitaten durch Variieren des Abstands von einer HN'T-Lampe aus- 
gesetzt. Tab. 1 zeigt die Ergebnisse (Kulturen unter einem Dunkelsturz — 
0 lux — dienten als Kontrolle). Danach liegt die Reizschwelle der Licht- 
empfindlichkeit der Oogonieninduktion zwischen 60 und 100 lux. 


Tabelle 1. Abhdngigkeit der Oogonienbildung von der Lichtintensitét 
60 
120° 


Lichtintensitat (lux) | 250 0 


125 


Oogonienzah] pro @ (Mittelwerte) | 0 


c) Lichtqualitét und Oogonienbildung 


Unter den auBerordentlich vielen bisher erschienenen Arbeiten iiber 
Lichtwirkungen bei Pilzen gibt es eine ganze Reihe Untersuchungen zur 
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Frage der dabei wirksamen Spektralbereiche (zusammenfassende Dar- 
stellungen bei Bsornsson 1956; Hawker 1957; Monr 1960). Von 
wenigen Ausnahmen abgesehen, hat danach nur der kurzwellige Anteil 
des sichtbaren Lichts (von etwa 350 bis 530 bzw. 545 my) einen fordernden 
oder hemmenden Einflu8 auf Wachstum oder Sporulation der Pilze; 
Licht lingerer Wellenlangen (gelb bis rot) wirkt physiologisch wie 
Dunkelheit. 

Es sollte nun gepriift werden, ob fiir die Hemmung der Oogonienbildung 
bei S. ferax ebenfalls nur der kurzwellige Teil des sichtbaren Spektrums 
verantwortlich ist. Bei Kultur unter Blaulicht — eventuell auch unter 
Griinlicht — diirften dann keine bzw. nur wenige Oogonien auftreten, 
wahrend im Orange- und Rotlicht ebenso viele Oogonien wie im Dauer- 
dunkel (= DD) gebildet werden miiften. 


Versuchsreihe 1: mit Schott-Farbglasern 


Lichtquellen. Fir 2 Klimakammerversuche (20°C) diente eine 
Leuchtstofflampenkombination von 1 HNT + 1 HNW. Zum Vergleich 
wurden 3 Versuche im diffusen Tageslicht im Thermostaten durch- 
gefiihrt (20 + 1°C; Glastiire nach oben, gleichmaBige Ausleuchtung mit 
Hilfe eines Stanniolspiegels). 

In der Klimakammer herrschte Dauerlicht, wahrend die Versuche im Tageslicht 
dem natiirlichen Licht-Dunkelwechsel (etwa 12:12 Std, im Monat Marz) unter- 
worfen waren. Um das Tageslicht voll zur Geltung kommen zu lassen, wurde der 
Zeitpunkt der Impfung so gewahlt, daB der Schwerpunkt der photosensiblen Phase 
des Mycels auf den Tag fiel. Bei dieser Arbeitsweise blieben die WeiBlichtkontrollen 
ohne Oogonien; die Dauer der Lichteinwirkung gentigte also, die Oogonienbildung 
vollstandig zu unterdriicken. Es war somit méglich, die Versuche bei Tageslicht 
durchzufiihren und mit denen in der Klimakammer zu vergleichen. 

Die Lichtverhaltnisse in der Klimakammer, mit 420 lux am Standort der Kul- 
turen, unterschieden sich beziiglich der Intensitat sehr stark vom Tageslicht. In 
beiden Fallen lagen die Intensitaiten jedoch deutlich iiber der Reizschwelle des 
Pilzes fiir Licht. 

Filter. Folgende Farbglaser der Fa. Schott u. Gen. von der GréBe 16 x 16 cm 
und der Schichtdicke 2mm wurden in lichtdichte Versuchskasten eingebaut, in 
denen genau 4 Petrischalen Platz fanden: OG2 (orange); RG1 (rot); RG8 (dunkel- 
rot); ferner, in einem Zusatzversuch, VGQ (griin); BG3 (blau). 

Um einen exakten quantitativen Vergleich der Wirkung verschiedener 
Spektralbereiche auf die Oogonienbildung zu gewinnen, miiBte bei jeder 
Wellenlinge eine annahernd gleiche Energie auf den Pilz einstrahlen. 
Das ist jedoch bei Farbglasern kaum in befriedigender Weise zu erreichen. 
Weil nur ein qualitativer Vergleich der verschiedenen Spektralbereiche 
in ihrer Wirksamkeit auf die Oogonienbildung angestrebt wurde, konnte 
auf die Angleichung der Energieniveaus unter den verschiedenen Filtern 
verzichtet werden. Es wurden ferner auch keine Wasserfilter zum Ab- 
fangen der Infrarot- und Warmestrahlung beniitzt. Die Leuchtstoff lampen. 
zeigen ohnehin keine starke Warmestrahlung, so das wohl kaum 
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ein Warmeeffekt einen Lichteffekt vortiuschen kann. Die Warme- 
strahlung im Tageslicht diirfte auch nicht allzu groB gewesen sein, da die 
Kulturen kein direktes Sonnenlicht erhielten (Nordfenster!). 


Temperaturmessung im Agar. Um zu priifen, wieweit unter den genannten 
Bedingungen eine Erwarmung im Agar eintritt, wurden bei geschlossenen Petri- 
schalen Temperaturmessungen im Agar mit Hilfe einer seitlich durch eine feine 
Bohrung eingefiihrten Thermonadel der Fa. Hartmann u. Braun durchgefiihrt, 
und zwar innerhalb der Versuchskasten, sowohl unter farblosem und schwarzem 
Glas als auch unter RG1- und OG2-Farbglasern. Die Vergleichstemperaturen im 
umgebenden Medium der Klimakammer (15 HNT-Lampen; 14:10 Std-Licht- 
Dunkelwechsel; 21 + 1,2°C) bzw. des Thermostaten (20 + 1°C) zeigte ein mit der 
Thermonadel geeichtes Thermometer an. — Den Messungen zufolge erhéhte sich die 
Temperatur im Agar um maximal 0,5—0,8°C gegeniiber der AuBentemperatur. Die 
Temperaturverhaltnisse unter den verschiedenen Glasern und Filtern unterschieden 
sich nicht merklich; eine eventuelle geringe Temperaturwirkung kame also allen 
Kulturen in gleichem MaBe zu. 


Tabelle 2. Mittelwerte (je Versuchskasten) der Oogonienzahl je Durchmesser von 7 em- 

Petrischalen bei Anwendung der Schott-Farbgliser OG2, RG1 und RG8, sowie im 

Dauerdunkel (DD). Summe: Gesamtzahl aller gezahlten Oogonien. —Ferner Mittelwerte 
bei Versuchskombinationen 


Vs.-Nr. OG2 RG1 RGS8 DD / Summe 

I 14,6 45,5 68,5 98,6 1818 

II 187,4 214,0 275,1 326,6 7784 

II 121,1 80,4 236,8 286,4 5797 

IV 67,6 120,4 163,5 178,8 4242 

V 174,3 222,9 279,0 369,5 8365 
I+0+I1V+V 103,5 150,6 196,5 2434 22209 
I+1I1+01+I1V+V 107,0 136,6 204,6 252,0 28006 


Auswertung. Die Auszihlung der Oogonien nach 6 Tagen lieferte je 
Petrischale 2 Werte, je Versuchskasten also i. a. 8 Einzelwerte bzw. 
1 Mittelwert. In Tab.2 sind alle Mittelwerte der 5 Versuche eingetragen. 
Da die WeiBlichtkontrollen und ebenso die Kulturen unter BG 3 durch- 
weg oogonienfrei waren und bei VG 9 héchstens ganz vereinzelt Oogonien 
auftraten, war es unndétig, diesen Teil der Ergebnisse in die Tabelle 
‘ aufzunehmen. 


Statistische Sicherung. Um die Unterschiede in der Oogonienbildung bei den 
Filtern OG2, RG1 und RGS8, sowie im Dauerdunkel (= DD) gegeneinander 
abgrenzen zu kénnen, wurde zunichst jeder einzelne Versuch varianzanalytisch 
behandelt und mit Kombinationen der einzelnen Versuche die doppelte Varianz- 
analyse durchgefiihrt; dann folgte fiir Einzelversuche und Versuchskombinationen 
itiber die Ermittlung der t-Werte die Bestimmung der theoretischen Differenzen 
zwischen den Mittelwerten der Oogonienzahl bei den verschiedenen Behandlungen 
(OG2, RG1, RG8, DD) fiir die Wahrscheinlichkeiten P = 0,01; 0,0027; 0,001 
(siehe Tab. 3). 
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_Fir die tatsichlichen Differenzen D der Mittelwerte gilt in Anlehnung an 
Parav (1943) beim Vergleich mit den theoretischen Differenzen Dp 91, Do,oo27, und 


Do,on als Maf der Sicherung: 


D< Doo +: D nicht gesichert — 
Door < D < Do .o027 : D schwach gesichert - 
Do,0027 << D < Doo : D gut gesichert ++ 


0,001 < 


Der Grad der Absiche- 
rung der verschiedenen Be- 
handlungseffekte gegenein- 
ander bei Einzelversuchen 
und Versuchskombinatio- 
nen wird aus den Tab.3a 
und 3b ersichtlich. 


Die unter verschiedenen 
Bedingungen ausgefiihrten 
Versuchsgruppen I + II 
einerseits und III -+IV + V 
andererseits wurden zu- 
nachst getrennt behandelt. 
Da sie keine stark unter- 
schiedlichen, sondern ver- 
gleichbare Ergebnisse auf- 
wiesen, wurde auch eine 
Gesamtkombination der 
Versuche I bis V betrachtet. 


Die Blockdiagramme 
in Abb. 4 zeigen die 
Ergebnisse der beiden 
Gesamtkombinationen. 


Ergebnisse. Die 
Annahme, da8_ fiir 
die Hemmung der Oogo- 
nienbildung nur der 
kurzwellige, blaue Spek- 
tralbereich verantwort- 
lich ist, konnte nicht 
bestatigt werden. Die 
Bildung der Oogonien 
wird wohl im Blaulicht 
(BG3: 1/1; Wertsbreite 
300—470 mu) und im 
Griinlicht (VG9:*/10 
Wertsbreite 465 bis 
600 my) vollstandig 
unterdriickt, aber auch 


7D hoch gesichert)) © —=--4- 


Tabelle 3. Theoretische Differenzen der Mittelwerte der 
Oogonienzahl bei den verschiedenen Lichtbehandlungen 
fiir die Wahrscheinlichkeiten P = 0,01; 0,0027 ; 0,001, 
sowie Schemata fiir den Grad der Signifikanz der 
tatsichlichen Differenzen der Oogonienzahlen fiir 
Binzelversuche (3a) und Versuchskombinationen (3b) 


Tabelle 3a 


Vs. I RG1i RG8& DD 


Do,o1 49,0 OG 2 — + +++ 
(0,0027 RG 1 = =F 
D,ou.= 65.2 BGS en 


Vs.1I | RGi RD8& ODD 


Hu 
& 
ow 


Dot Ste OG = +++ 44+ 

0,027 = 60,8 RGI bie eens 1 
Door = 68,0 RG8 sate 
Vs. III RGi RG8 DD 

Door = 66,8 OG2 Se ee ng i aa we 

ooa7 = 79,4 RG1 | +++ +++ 


Dp,oor = 88,8 RG8 
Vs.IV | RGi RGS8 DD 


Di PS tsievogzie ctl ast 


ooo = 97,0 RG1 ~ 
Doon = 108.5 RGS8 ba 


Vs. V RGi RBG8 DD 


Door |= 75,8 OG2 = teu bee sects 
Do,0027 = 89,5 RG1 pire eae dot 
voor = 100,2 RGS ran 
Tabelle 3b 


eS eee 
Vs.I+11+ IV+V| BGi RGS8 DD 
Door = 31,9 OG 2 wa ia a Se aials 


Do 027 = 37,6 RGI ie a De Me 
pot = 41,0 RG8 Aeon 
Vs.1+II+I0 + IV+V RGi RG8 DD 
Door = 30,7 OG2 Se es ap eR 
Dy,oor = 36,3 BGI ++ +44 
pe ae BGS me 


0,001 
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im Rotbereich teilweise glhemmt. Die Hemmung nimmt vom OG2-Filter 
(ab 570 my) iiber RG1 (ab 605 my) zu RGS (ab 675 my) bei allen Einzel- 
versuchen in ahnlicher Weise annahernd gleichmaBig ab (einzige Aus- 
nahme bei Versuch III, RG1). 


Die Zahl der bei OG2 gebildeten Oogonien ist durchweg hoch signifikant 
verschieden von der Oogonienzahl bei DD (durchschnittlich etwa 50°/, 
von der Zahl bei DD). Schwach bis 
hoch signifikant unterscheiden sich 


die Zahlen der Oogonien zwischen log /d sf 
OG2 und RGS8, sowie zwischen RG1 400\- 
24001 
Oag,/% 
I00 - LT+H+N+V - T+ ++ V+V 300\- 
Do,001 Do007 
(|2om 
200} 200 
100 | 700\- 
? Whiz R67 P68 DD 062 PEI R68 DD OTe bb Tis ‘TLs® DD 
062 R67 
Abb. 4 Abb. 5 


Abb. 4. Blockdiagramme fiir die Anzahlen der im Dauerlicht unter den Schott-Farbglisern OG2, 
RG1, RGS8 und im Dauerdunkel (DD) gebildeten Oogonien je Durchmesser der 7 cm-Petrischalen bei 
Kombinationen von Einzelversuchen. Die theoretischen Differenzen der Anzahlen sind fiir die 
Wabhrscheinlichkeiten P = 0,01; 0,0027; 0,001 ebenfalls in Blockform angegeben: Do 91; Do,o0273 Do,oox 


Abb. 5. Blockdiagramm fiir die Anzahlen der im Dauerlicht der TL 15-Fluorescenzlampen und bei 

zusiitzlicher Verwendung der Schott-Farbgliiser OG2 und RG@1, sowie im Dauerdunkel (DD) gebil- 

deten Oogonien je Durchmesser der 7 cm-Petrischalen (2 Versuche). — Die theoretischen Differenzen 

der Anzahlen sind fiir die Wahrscheinlichkeiten P = 0,001 bzw. P = 0,01 ebenfalls in Blockform 
angegeben: Do 001; Do,o1 


und DD (eine Ausnahme bei Versuch IV). Die Unterschiede der Oogonien- 
bildung zwischen OG2 und RG1, RG1 und RG8, sowie RG8 und DD 
lassen sich bei den Einzelversuchen nicht sichern. Die gleichsinnige Ab- 
nahme der Oogonienzahl von DD iiber RGS8 und RG1 zu OG2 hin bei 
allen Kinzelversuchen bedingt jedoch bei Betrachtung von Versuchs- 
kombinationen eine Steigerung der Signifikanz fiir die einzelnen Schritte 
dieser Abnahme (Tab.3b). Den héchsten Grad an Signifikanz zwischen 
den verschiedenen Filtern und DD erreicht die Kombination aus den Ver- 
suchen I, II, IV, V. In der Gesamtkombination bewirkt der abnorme 


RG1-Wert bei Versuch III ein Verschwinden der Sicherung zwischen 
OG2 und RG1. 
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, daB bei Anwendung von 
Schott-Farbglasern auch im Rotbereich des Spektrums eine statistisch 
gesicherte Hemmung der Oogonienbildung im Vergleich zu DD besteht 
und da8 innerhalb dieses Bereichs bei verschieden breiten Teilbereichen 
die Hemmung signifikant verschieden ist. Licht kurzer Wellenlingen, das 
in Spuren von den Filtern durchgelassen wird, kann jene Hemmung nicht 
hervorgerufen haben, da dessen Intensitat sicher unterschwellig ist. — 
Zwischen den einzelnen Versuchen liegt eine statistisch hoch gesicherte 
Variation der Gesamtintensitat der Oogonienbildung vor, deren Griinde 
noch ratselhaft sind. 


Versuchsreihe 2: mit farbigen Fluorescenzlampen 

Um die Ergebnisse der Versuchsserie 1 auf eine tatsachliche Wirksam- 
keit des roten Spektralbereichs hin nachzupriifen, wurden nun als Licht- 
quelle 4 rote Fluorescenzlampen (Philips TL 15, 40 W) gewahlt, die ein 
besonders schmales Emissionsspektrum mit einem Maximum bei 
656 my und keine zusatzlichen Quecksilberbanden des Erregungslichtes 
aufweisen. Wenn sehr langwelliges Rot und Infrarot nicht mehr oogonien- 
hemmend wirkte, mii®te das TL15- Licht in seiner Wirkung dem durch 
RG1-Filter gehenden WeiBlicht in etwa entsprechen (Vers. V1). Zusatz- 
liche Verwendung von OG2- und RGI-Filtern (Versuch VII) sollte 
eventuell doch in Spuren vorhandenes Quecksilberlicht abschirmen. 
Es ist hierbei unter beiden Filtern auch die gleiche Oogonienzahl zu 
erwarten. — Die Versuche wurden in einer Klimakammer bei 20°C 
durchgefiihrt und nach 6 Tagen ausgewertet. Die Ergebnisse sind im 
Blockdiagramm (Abb.5) mit den theoretischen Differenzen bei vor- 
gegebenen Wahrscheinlichkeiten (nach einfacher Varianzanalyse bei 
ungleichmachtigen Gruppen erhalten) dargestellt. 

Ergebnisse. Im engen Spektralbereich der Philips-TL 15-Fluorescenz- 
lampen (1/,)Wertsbreite 630—675 my) wird die Bildung der Oogonien im 
Vergleich zu DD um etwa 40°/, gehemmt. Zusatzliche Verwendung von 
OG2- und RG1-Schott-Farbglasern andert dieses Ergebnis nicht, womit 
eine Wirkung des Quecksilbererregungslichts ausgeschlossen ist. Die 
durch Filterversuche nachgewiesene Hemmung der Oogonienbildung im 
Rotbereich des sichtbaren Spektrums ist damit bestitigt. 


4. Die Nihrsubstratfaktoren 
Ausgehend von der Beobachtung, da8 im Bereich der Fremdkolonien 
gewisser, nicht naher bestimmter gramnegativer, stabchenformiger 
Bakterien Oogonien gehauft aufzutreten pflegten, wurde fiir die Oogonien- 


bildung ein Vitaminbedarf vermutet. In einem Testverfahren! erwies 


1Test. Je 1 Tropfen Testfliissigkeit mit einer Platinése steril auf 2 Tage alte 
Kulturen an 3 markierten Stellen jeder Petrischale auftragen; nach einigen Tagen 
die Kontrolle vornehmen. 


382 REINHARD KRAUSE: 


sich zunachst das bekanntlich vitaminreiche Hefeautolysat? als 
auBerst wirksam. Im Bereich der Teststellen erfolgte kraftiges Mycel- 
wachstum und lebhafte Gemmenbildung; in der weiteren Umgebung 
fanden sich bisher nie beobachtete Mengen besonders groBer Oogonien. 
Doch die Vitamine Aneurin, Biotin, Nicotinsiureamid, pantothensaures 
Calcium und Meso-Inosit erwiesen sich — auch in Kombinationen — 
in verschiedensten Konzentrationen als unwirksam. — Eine reine Nahr- 
stoffwirkung des Hefeautolysats kam nicht in Betracht, da Malzlésungen 
hoherer Konzentration beim Test wohl 


nie /¢ auBerst starkes Hyphenwachstum, 
jedoch keine wesentliche Vermehrung 

[ ~ | der Oogonien veranlaBten. Das wirk- 
400 1) | same Prinzip des Hefeautolysats lieB 
\ sich durch stundenlanges Kochen 

e \\ nicht zerstéren und durch _ ver- 
200 \\ schiedenste organische Lésungsmittel 
i nicht ausschiitteln; nur durch Ver- 

r = diinnung wurde es rasch unwirksam. 

> | | Es blieb also noch die Méglichkeit 
45 7Z0pH 25 einer py-Wirkung des leicht alkali- 


Abb.6. Bildung der Oogonien in Abhingig- 
keit vom pu des Nihrbodens. Ordinate: 
Anzahl der Oogonien je Durchmesser 
der 7cm-Petrischalen (Mittelwerte aus 
mindestens 8—10 Einzelwerten). 
Phosphatpuffer 1/75 molo °; Citrat- 
puffer 1/75 mol o----- 0; Citratpuffer 
1/15 mol o—-—--o 


schen Hefeautolysats offen. 

Angaben von KugEss (l.c.) und 
KAUFFMAN (l.c.) tiber eine oogonien- 
fordernde Wirkung von Leucin-, Kali- 
phosphat- und Hamoglobinlésungen 
konnten bei der Uberpriifung nur 


fiir _ Kaliphosphate bestiatigt wer- 
den. K,PO,-Lésungen (0,5—5°/,) lésten eine ahnlich starke Oogonien- 
bildung wie Hefeautolysat aus, wenn auch mit charakteristischen Unter- 
schieden. K,HPO, forderte in giinstigen Konzentrationen ebenfalls die 
Oogonienbildung, wenn auch nicht so stark wie K,PO,. Hingegen hatten 
KH,PO,, KCl, KNO, keine Wirkung; K-Ionen sind also sicher nicht 
verantwortlich fiir die Wirksamkeit von K,;PO, und K,HPO,. Aber es 
1aBt sich ein py-EinfluB vermuten, zumal sek. bzw. tert. Kaliphosphat 
ebenso wie Hefeautolysat beim Zusatz zu Malzagar dessen py (normal 
5,4) erhohen. 
Daher wurde der py-Einflu8 auf die Intensitét der Oogonienbildung 
bei Zusatz aquimolekularer Phosphat- wie Citratpufferlésungen zum 
Nahrboden untersucht. 


Zu 100 cm* Malzagar wurden jeweils 5 cm* 1/,,molarer Stammlésungen (in 
aqua bidest.) von H,PO,, KH,PO,, K,HPO, oder K,PO, baw. von 1:1 Mischungen 


'Hefeautolysat. Bickerhefe 24—36 Std bei 50°C autolysieren lassen, 2mal 
zentrifugieren, 3mal je 20 min im Dampf sterilisieren. 
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derselben bzw. je 5 cm? verschiedener Mischungen !/,,molarer Losungen von 
sek. Na-citrat und von NaOH zugefiigt. Ein vergleichsweise mit 1/,,;molaren 
Citratpufferlosungen durchgefiihrter Versuch sollte einen evtl. Einfluf von Citrat- 
ionen auf Mycelwachstum oder Oogonienbildung feststellen. — Fiir die py-Messun- 
gen dienten Einstechelektroden der Fa. Pusl, Miinchen. 

Abb.6 zeigt deutlich, daB die Bildung der Oogonien stark py-abhangig 
ist. Der optimale py-Bereich ist 5,3—6,9. Es ist auch ersichtlich, daB der 
P-Bedarf der Oogonienbildung nicht das im gewohnlichen Malzagar 
vorhandene P-Angebot iibersteigt. — Citrationen haben keine spezifische 
Wirkung. 

Das Mycelwachstum hat ungefahr im gleichen py-Bereich wie die Oogonien- 
bildung ein Optimum und wird im stark sauren und im alkalischen Bereich ge- 
hemmt. — Saprolegnia ist kein Saurebildner. Das py steigt vielmehr wihrend des 
Mycelwachstums leicht an, was vielleicht mit der Freisetzung von NH, bei der 
Assimilation von Aminosiuren zusammenhangt (vgl. ScumrpT 1925). 

Viele, aber noch nicht ausreichende Versuche zur Ermittlung eines Standard- 
nahrbodens fiir optimale Oogonienbildung ergaben als Forderungen fiir denselben: 
eine Salzzusammensetzung, die einen optimalen py-Wert ergibt, und ein bestimmtes 
C/N-Verhaltnis (etwa: Glucose : Aminosauren = 10—20:1). Als verwertbare 
C-Quellen kommen wohl nur die 3 epimeren Hexosen d-Glucose, d-Fructose und 
d-Mannose, sowie das Disaccharid Maltose in Betracht — vielleicht ein Hinweis 
auf eine Maltasebildung bei Saprolegnia. — Als recht giinstig erwies sich bisher ein 
Nahrboden mit 200 mg Glucose oder Maltose, 1—2 cm® Aminosaurenstammldésung? 
und 0,2—0,4 cm? Nahrsalzstammlésung? auf je 100 cm? Agar (2—3 Wochen aus- 
gefault, stark gewassert und 10 min bei 3500 U/min zentrifugiert). 


Diskussion 


Es liegt eine Fiille von Mitteilungen tiber mannigfaltige Lichtwirkun- 
gen bei zahlreichen Pilzen vor (Literaturiibersichten unter anderem bei 
Byornsson 1956; Hawker 1957; Mour 1960). Besonders haufig sind 
Prozesse, die mit der Fortpflanzung der Pilze zusammenhingen, photo- 
sensibel. Allgemein gilt wohl, daB die Lichtempfindlichkeit nicht Charak- 
teristikum bestimmter Pilzfamilien ist, sondern daB sie bei einzelnen 
Vertretern aller gréBeren taxonomischen Gruppen der Pilze auftritt. — 
Fiir die Saprolegniaceen finden sich allerdings bisher in der Literatur 
keine Angaben iiber eine deutliche Lichtwirkung; nur ZIEGLER (1948) 
erwahnt, da8 Licht die Keimung der Zygosporen von Protoachlya hypogea, 
Achlya recurva und T'hraustotheca primoachlya beschleunigt. 

Die vorliegende Arbeit bringt nun den klaren Nachweis einer Licht- 
wirkung fiir Saprolegnia ferax (Gruith.) Thuret. Die Ausbildung von 


1 Aminosaurenstammlésung: in Anlehnung an eine bei FISCHER u. WERNER (1955) 
zitierte Analyse von ,,reinem Miinchner Malzextrakt‘‘ (Substanzen der Fa. Merck; 
in Milligramm): Gly 35, Ala 65, Val 55 Leu 70, Phe 75, Tyr 90, Pro 155, Ser 40, 
Meth 15, Asp 20, Glusre 30, Lys 90, Arg 80, Cystein in Spuren; aqua bidest. 100 cm®. 

2 Nahrsalzstammlésung: (p. a.-Substanzen der Fa. Merck in Gramm) K,HPO, 
5,0; KCl 2,0; NaNO, 1,5; MgSO,° 7H,O 0,1; FeSO, und ZnSO, in Spuren; aqua 
bidest.: 80 cm. 
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Oogonieninitialen wird bei dieser parthenogenetischen Art vollstandig 
unterdriickt durch dauernde Belichtung wahrend der ganzen Phase, in 
der das Mycel die Potenz zur Ausbildung dieser Initialen hat. Es liegt der 
Typus einer Reaktion auf lange Einwirkung einer relativ hohen Energie 
vor (Bsornsson 1956). Das Licht wirkt hier also nicht durch bloBe 
Induktion einer Reaktionskette wie z.B. bei Lichtwachstumsreaktionen 
oder beim Phototropismus, sondern dient vielmehr als standige Energie- 
quelle fiir Prozesse, die einer Ausbildung von Oogonieninitialen entgegen- 
arbeiten. 

Fiirmorphogenetische Lichtwirkungen liegt die obere Empfindlichkeits- 
grenze der Pilze in der Regel bei 530—550 mu. Nur Blau- und eventuell 
Griinlicht ist wirksam; im gelben bis roten Bereich des sichtbaren Spek- 
trums tritt i.a. keine Reaktion ein (siehe BrorNsson 1956; Erzoip 1959; 
Mour 1960). Diese Beobachtungen und die wenigen bisher aufgestellten 
Aktionsspektren (etwa von SaGRomsKy 1952a und 1952b, fiir die Fér- 
derung bzw. Hemmung der Conidienbildung bei den ringbildenden Arten 
Sclerotinia fructigena bzw. Penicillium spec. und Verticillium spec.; von 
Buwnnine u. Mitarb. 1953, fiir die Fruchtkérperbildung bei Coprinus 
lagopus; von ZALOKAR 1955, fiir die lichtabhangige Carotinoidsynthese 
bei Neurospora crassa; sowie von BsoRNsson 1956, fiir die Férderung 
der Sporulation bei T'richoderma spec.) weisen auf eine Lichtabsorption 
in gelben Pigmenten hin. 

Bei S. ferax ist nun jedoch neben der vollstandigen Unterdriickung der 
Oogonienbildung im Blau und Griin noch eine teilweise Hemmung der- 
selben — maximal um 40—50°/, — im Rotlicht vorhanden. In der 
Literatur finden sich tiber eine morphogenetische Wirksamkeit des 
Spektralbereichs tiber 550 mu nur sehr wenige und verstreute Angaben, 
wovon die alteren recht zweifelhaft sind und hier unerwahnt bleiben 
sollen (siehe hierfiir BsorNsson 1956). BARNErT u. Linty (1952) be- 
richten unter anderem eine allmahliche Abnahme der Wirksamkeit des 
sichtbaren Lichtes vom Blau zum Rot hin bei T'richoderma lignorum und 
bis zum Gelb hin bei Dendrophoma obscurans; jedoch die Nachpriifung 
durch Erzoip (1959) ergab keine Wirksamkeit des Rotlichts der Philips- 
TL15-Fluorescenzlampen bei 7’. lignorum. Das gleiche Rotlicht soll nach 
Erzo.p bei T'richothecium roseum noch Ringbildung veranlassen, wihrend 
SaGROMSKy (1956) mit Interferenzfiltern hierfiir eine obere Grenze des 
Aktionsspektrums bei 550 mu, nur bei Methylenblauzusatz zum Medium 
eine Verschiebung der Lichtempfindlichkeit bis 685 my ermittelt hatte. — 
Nach Gray (1953) ist beim Myxomyceten Physarum polycephalum die 
Induzierung der Fruchtkérper im Blau mit 90°/, und im Griin mit 82°/, 
sehr intensiv, nimmt jedoch schon im Gelb stark ab (bei 578 my 24°/,). 
Didymium eunigripes bildet dagegen im Blau- und sogar im Rotlicht 
Fruchtkérper, jedoch im Griinlicht keine (Straus 1954). Limra (1956) 
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konnte bei dieser Art die Existenz von mindestens 2 Pigmenten wahr- 
scheinlich machen, von denen eines im Griinbereich absorbiert und einer 
Induzierung der Fruchtkérper entgegenwirkt. Das oder die anderen 
Pigmente absorbieren jedoch im Bereich des gesamten sichtbaren Spek- 
trums, mit einem Maximum im Blau. 

Ob man fiir Saprolegnia ferax ebenfalls ein zusatzliches Pigment zu 
den bei denmeisten Pilzen vorhandenen erwarten soll, bleibt dahingestellt. 


Zusammenfassung 


Untersuchungen bei Agarkulturen der parthenogenetischen Art 
Saprolegnia ferax (Gruith.) Thuret brachten folgende Ergebnisse: 

Das Temperaturoptimum fiir die Oogonienbildung liegt etwa zwischen 
20 und 25°C. Bei mehr als 27°C treten nur noch Gemmen auf. 

Die nur wahrend einer bestimmten Reifephase des Mycels mégliche 
Bildung von Oogonieninitialen wird vom Tageslicht oder Fluorescenz- 
lampenlicht (Osram HNT, HNW) einer Intensitat von mehr als 100 lux 
fiir die Dauer der Einstrahlung vollstandig unterdriickt. Die weitere 
Ausdifferenzierung bereits im Dunkeln induzierter Oogonieninitialen zu 
Oogonien mit reifen Oosporen wird vom Licht nicht beeinfluBt. 

Der blaue und griine Spektralbereich unterdriickt die Bildung der 
Oogonieninitialen vollstandig, und der rote Spektralbereich hemmt sie 
auch noch teilweise. 

Aneurin, Biotin, Nicotinsiureamid, pantothensaures Calcium und 
Meso-Inosit haben keinerlei sichtbaren Einflu8 auf Mycelwachstum und 
Oogonienbildung. Zugabe von Hefeautolysat zum Nahrboden hingegen 
vermag eine duBerst starke Oogonienbildung im Dauerdunkel auszulésen. 

Oogonien treten nur im pu-Bereich von 5,2 bis 7,2 auf; optimal ist 
ein py-Wert von 5,8—6,9, der mit Hilfe von Phosphat- oder Citratpuffer- 
gemischen im Agar eingestellt werden kann. 

Von 8 untersuchten Kohlenhydraten verwertet das Mycel nur die 3 
epimeren Monosaccharide d-Glucose, d-Fructose und d-Mannose, sowie 
das Disaccharid Maltose. 


Meinem verehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. E. Binnrna, danke ich herzlich fir 
seine Anregungen und Ratschlage zu den vorliegenden Untersuchungen. 
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Untersuchungen zum Polyphosphatstoffwechsel 
und der Bildung metachromatischer Granula bei 
Mycobacterium phlei* 


Von 
GERHART DREWS 


Mit 27 Textabbildungen 
(Hingegangen am 18. Mai 1960) 


Viele Mikroorganismen enthalten in ihren Zellen, meist in Form granu- 
larer Ablagerungen, Volutin. Der Name dieser Substanz wurde von 
Mnyver (1904) nach dem Vorkommen in Spirillum volutans gepragt und 
fiir alle granuliren Einschliisse verwendet, die sich im farberischen und 
mikrochemischen Test gleich verhielten (siiurefeste Speicherung basischer 
Farbstoffe, unléslich in organischen Lésungsmitteln, léslich in Laugen 
und Sduren bestimmter Konzentration sowie heiBem Wasser). Da ein 
von Kosset erhaltenes Hefenucleinséurepraparat die gleichen Reak- 
tionen zeigte, vermutete Mnyrer im Volutin eine Nucleinséure mit 
Reservestoffcharakter. Diese Ansicht hat sich in verschiedenen Varianten 
bis in die Gegenwart gehalten (GrimmE 1902; GUILLIERMOND 1903; 
DANGEARD 1916; HENNEBERG 1916; GLAUBITZ 1923; SCHUMACHER 1922, 
1926; Brrnemann 1950, 1952/53; Smrru u. Mitarb. 1954; Kwayst 1952, 
1957, 1959). Daneben haben sich aber auch zahlreiche andere Vor- 
stellungen iiber die cytologische Natur und chemische Zusammensetzung 
dieser granuldren Hinschliisse gebildet, was schon in der groBen Zahl 
der Benennungen zum Ausdruck kommt. Am haufigsten wird heute die 
auf BaBEs (1889), GUILLIERMOND (1903) und DANGEARD (1916) zuriick- 
zufiihrende Bezeichnung Metachromatink6érper oder metachromatische 
Granula gebraucht, die auch im folgenden Text verwendet werden soll. 

Zu den am langsten bekannten metachromatischen Kinschliissen 
gehéren die Volutingranula der Mycobakterien. Es soll hier auf eine 


* Herrn Professor Dr. K. Morrss zu seinem 60. Geburtstag gewidmet. 

Abkirzungen: 

Gr. Granula, Granulum; m. Gr. metachromatische Granula; P Phosphor; 
Ph Phosphat; PoPh Polyphosphat; NS Nucleinsiure; RNS Ribonucleinsaure ; 
DNS Desoxyribonucleinsaure; RN’ase Ribonuclease; DN’ase Desoxyribonuclease ; 
ATP Adenosintriphosphat; ADP Adenosindiphosphat; DPN Diphosphopyridin- 
nucleotid; DPNH Diphosphopyridinnucleotid (reduziert); TCE Trichloressigsaure. 
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vollstindige Darstellung aller Beobachtungen und Deutungsversuche 
verzichtet werden, zumal schon eine Reihe zusammenfassender Schriften 
zu diesem Thema vorliegen (GRIMME 1902; Mnyer 1912; LEMBKE u. 
Ruska 1904; Naar 1948; BAsSERMANN 1953; WINKLER 1953; KRUGER- 
THIEMER 1954; Mupp 1954; Survonara 1955; KOLBEL 1956/57; W1ipRA 
1959), undessollen nur einige besondere Gesichtspunkte Erwahnung finden. 

Die metachromatischen Granula wurden in den letzten Jahrzehnten 
eigentlich mit allen in der Bakterienzelle vorkommenden Einschliissen 
von den verschiedenen Autoren identifiziert. Ihre ,,Kkernnatur“ ist erst 
in jiingster Zeit wieder vertreten worden und muf daher im Rahmen 
dieser Arbeit erértert werden (KNayst 1959). Die Mitochondriennatur 
hat sich nicht bestatigen lassen (Mupp u. Mitarb. 1956; Drews 1958 I; 
SHINOHARA u. Mitarb. 1958). Von den alteren Auffassungen sei nur 
noch die von Kocu (1884) erwahnt, der die Granula als Sporen deutete. 
Die metachromatischen Granula gelten heute allgemein als selbstandige 
Einschliisse der Mikrobenzelle, die kondensierte Phosphate enthalten 
(EpeL 1952; Mertssner u. Dinter 1953; Ducuip u. Mitarb. 1954; 
WINKLER 1953; GruLA u. Harrsentt 19545 Mupp u. Mitarb. 1956; 
Drews 1958, I, II). Die Aussagen basieren aber haufig auf relativ un- 
spezifischen Farbungen oder Beobachtungen im Elektronenmikroskop. 
Die schon vorliegenden, parallel durchgefiihrten cytologischen und 
physiologischen Untersuchungen (Mupp u. Mitarb. 1956, 1958; Drews 
1958 I, II) sollen daher ergainzt werden, um unsere Kenntnis um die Zu- 
sammenhdange zwischen Granula-und Polyphosphatbildung zu erweitern. 

Dariiber hinaus erwies sich aber Mycobacterium phlei besonders wegen 
seiner langen lag-Phase als ein geeignetes Objekt, um die Polyphosphat- 
synthese und parallel dazu mit dem Wachstum zusammenhangende 
Stoffwechselprozesse naéiher zu untersuchen. 

Hemmstoffversuche sollten die Beteiligung der oxydativen Phospho- 
rylierung an der Polyphosphatsynthese und die Funktion der PoPh 
im Stoffwechsel kléren. 


Methodisehe Untersuchungen 


Organismen und Kultur. Fiir die vorliegenden Untersuchungen diente fast 
ausschlieBlich Mycobacterium phlei (Stamm SG 346). Dieser Stamm zeichnet sich 
durch seine Raschwiichsigkeit und die Bildung weicher, leicht zu suspendierender 
Kolonien aus. Dagegen wuchsen die fiir einige Vergleichsuntersuchungen herangezo- 
genen Stamme von Mycobacteriwm lacticola (SG 382) und Mycobacterium tuberculosis 
var. bov. (BCG) trocken und kriimelig. Gelegentlich bildete auch Myc. phlei trockene 
und hautartige Kolonien. Solche Kulturen konnten nicht verwendet werden, weil 
die Bakterien bei der Suspendierung hartnickig in Klumpen vereinigt blieben und 
zu stark abweichenden, wenig charakteristischen analytischen Ergebnissen fiihrten. 
In solchen Fallen wurde der Stamm auf Gottsacker-Eier-Sautonnahrboden gehalten 
und fiir die Vorkultur auf Sauton-Agar-Platten, die mit gewassertem, 1,3°/,igem 
Agar und Glycerin p.a. (Merck) hergestellt wurden, in ditnner Schicht ausgespatelt. 
Der Zusatz von Tween 80 und anderen oberflachenaktiven Stoffen hat keinen 
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forderlichen Hinflu8 auf die Koloniebildung in der Vorkultur und die Suspendierbar- 
keit. Vorversuche (Drews 1958 II) fiihrten zu folgenden Standardbedingungen in 
der Kultur von Myc. phlei: 


2—3 Tage alte Sauton-Agarplatten Higentliche Versuchskolben 
Gottsacker-Hier- oder Bebriitung bei 37°C, (500 ml Langhalsstehkol- 
SautonSchrag--Agar- — 60—70 Std — ben) mit jeweils 100 ml 
kulturen im Reagensglas Nahrlésung. 87°C + Bakt. 


250—300 kreisformige 
Schwingungen je Minute 
auf dem Schiitteltisch. 

Cytologische und physiologische Methoden. Als einfachste und zu- 
verlassigste Methode bei der Bestimmung der Zahl der metachromatischen Granula 
erwies sich die lichtmikroskopische Auswertung mit Toluidinblau nach LINDEGREN 
(1950) gefarbter Ausstrichpraparate. Der mittlere Fehler bei der Zahlung der Granula 
in verschiedenen Praparaten der gleichen Charge betrug 10°/). Die Schwankung des 
mittleren Durchmessers der Granula und der durchschnittlichen Bakterienlange 
wurden in der Regel nicht mit beriicksichtigt, weil diese Faktoren den Verlauf der 
Granulierungskurve nur unwesentlich beeinflussen. Die submikroskopisch kleinen 
Granula (< 0,2) konnten mit dieser Methode nicht erfaBt werden. Trotz der genann- 
ten Einschrankungen gibt diese Methode ein gutes Bild vom Verlauf der Granula- 
bildung. Sie konnte erfahrungsgemé8 auch als Test bei Hemmstoffversuchen 
Verwendung finden. 

Die Atmungsmessungen wurden in der Warburg-Apparatur durchgefiihrt. Im 
ZentralgefaB der Kélbchen befand sich 0,2 ml 20°/,ige KOH, deren Oberflaiche durch 
Einsetzen eines Papierfachers vergroBert wurde. Das HauptgefaB enthielt 2 ml 
Flissigkeit. Zur gleichzeitigen Bestimmung der Granulazahl wurden nach bestimm- 
ten Zeiten von den parallel angesetzten Kélbchen jeweils 1 Kélbchen entnommen 
und nach Ablesen des 0,-Verbrauchs und dem Abstoppen der Reaktion ein Praparat 
angefertigt oder analytische Bestimmungen durchgefiihrt. 

Analytische Methoden. Die Bakterien wurden nach Beendigung des Ver- 
suches und Abstoppen der Reaktion in der Zentrifuge 4mal gewaschen (+ 4°C), 
mit Aceton in der Kalte getrocknet und bei —5°C aufbewahrt. Vor dem Abwiegen 
der Substanz wurde diese 12 Std bei 100°C gehalten. Diese Nachtrocknung erwies 
sich als notwendig, um eine Reproduzierbarkeit der Analysenwerte, die auf 100mg 
Trockensubstanz berechnet wurden, zu erreichen. Auferdem werden durch das 
Erhitzen noch vorhandene Enzymaktivitaten zerstort. 

Fiir die fraktionierte Extraktion wurden von jeder Charge der Bakteriensubstanz 
vier Einwaagen von jeweils etwa 50 mg Trockensubstanz hergestellt und in Zentri- 
fugenglaser (15 ml), die mit einem Kernschliff versehen waren, gegeben. 

Die Bakterien wurden nach einem friiher angegebenen Schema (KNAPPE u. 
Mitarb. 1959) extrahiert. In den erhaltenen Extrakten wurden folgende Bestimmun- 


gen durchgefihrt: 
Hin- 
Fraktion waage Art der Bestimmung 
Nr. 
I TCE-kalt 1—2 | Gesamt-P, 10 min-Ph | Bestimmung von Ortho-Ph, 
TCE-kalt (5°/jig) | 3—4 Ortho-Ph, 30 min-Ph { das in der angegebenen Zeit 
I A., A.-A. 1—4 | Gesamt-P durch Hydrolyse in n/1 HCl 
TIT HC10,, heiB 1—3 | Gesamt-P und NS-P __ bei 100°C freigesetzt wird 
3—4 | labiles Ph 
IV Riickstand 1—3 | Gesamt-P 
4 Gesamt-N 


Arch. Mikrobiol., Bd. 36 26 


390 GERHART DREWS: 


Von jeder Charge wurden auerdem noch Gesamt-P und Gesamt-N bestimmt. 
Im weiteren Verlauf der Untersuchungen wurde nach einem zeitlich verkiirzten 

Extraktionsgang gearbeitet: 
I TCE, 2°/,ig unter Hiskithlung 30 min stehen lassen, 2mal 30 min schiitteln 


TI Ather-Alkohol 6 min mit dem siedenden Gemisch extrahieren 
III HCI10,, 0,5 n, 75°C, 30 min 
IV Riickstand Aufschlu8 


Zur schonenden Isolierung der Polyphosphate, die bei der Extraktion 
mit heiBer HCI1O, vollstandig hydrolysiert werden, erwies sich nach Er- 
probung verschiedener, zum Teil in der Literatur angegebener Verfahren 
(Salzextraktion, Kochen im neutralen Milieu, Homogenisieren der Zellen) 
die Behandlung mit 0,05 n oder schwacherer Lauge als die geeignetste 
Methode. Einige Schwierigkeit bereitete die schonende und médglichst 
quantitative Isolierung der Polyphosphate aus dem Extrakt. Die Fallung 
mit Alkohol oder Benzidinhydrochlorid (BuscH u. Mitarb. 1957) fiihrte 
zu keinem befriedigenden Ergebnis. Daher wurde das Magnesiagemisch 
(px 8,2—8,5) vorwiegend aber Bat* (pq 3,5—4,5) zur Fallung der Poly- 
phosphate verwendet. Der ausgewaschene Niederschlag wurde dann mit 
dem Kationenaustauscher Wofatit KPS 200 (Na* Form) umgesetzt und 
die Salzlésung gefriergetrocknet. Uber Versuche, die hartnackig anhaften- 
den Reste von NS zu entfernen und die MolekiilgréBe der abgetrennten 
PoPh zu bestimmen, soll an anderer Stelle berichtet werden. Die Fallung 
der PoPh mit Ba** oder Alkohol ist nur quantitativ, wenn die PoPh- 
Konzentration relativ hoch ist. Es ist daher zweckmaBig, die Extrakte 
durch Gefriertrocknung einzuengen oder vollsténdig zu trocknen und 
dann in einem geeigneten Volumen die Fallung vorzunehmen. 

Bei der Benennung der kondensierten Phosphate folgte ich der heute 
allgemein tiblichen Terminologie (WAzER 1950; Eprx 1952; Tuto 1957). 
Danach sind Metaphosphate ringférmige und Polyphosphate ketten- 
formige kondensierte Phosphate. 


Orthophosphat wurde nach der Methode von ALLEN (1940) bestimmt 
(KnAppeu.Mitarb.1959). In waBrigen, nicht aufgeschlossenen Extrakten traten haufig 
Triibungen auf. Der reduzierte Molybdatkomplex wurde dann mit Isobutanol aus- 
geschiittelt (ALLEN 1940). Wenn nur geringe Extraktmengen zur Verfiigung standen, 
wurde im Prinzip nach der empfindlicheren Methode von BERENBLUM u. CHAIN (1938) 
gearbeitet. Der modifizierte Arbeitsgang entstand in Anlehnung an WEIL-MALHERBE 
(1955). In Reagensglasern mit Schliffstopfen wurden etwa 5 ml der phosphathaltigen 
Flissigkeit (1—20 y P) mit 1 ml Ammoniummolybdatlésung (5°/,ig in 4n H,SO,) 
vermischt und dann der Molybdatkomplex mit 5 ml Isobutanol-Benzol (1:1) aus- 
geschiittelt. Die Oberphase wurde mit einer Sicherheitspipette sorgfaltig abgehebert 
und in ein Reagensglas gegeben, die wifrige Phase nochmals mit 2 ml Isobutanol- 
Benzol ausgeschiittelt und beide alkoholischen Extrakte vereinigt. Eventuelle Trii- 
bungen lassen sich durch Schiitteln mit einer Spatelspitze von wasserfreiem Na,SO, 
beseitigen. Von der organischen Lésung werden 5 ml mit der Pipette in ein 10 ml 
MeBkoélbchen tibertragen, 4 ml angesiuerter Alkohol (1 ml konz. H,SO, auf 49 ml 
absoluten Athanol) zugefiigt und mit 0,2 ml einer verdiinnten, frisch bereiteten 
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SnCl,-Lésung (1 g SnCl, in 2,5 ml konz. HCl lésen und 1:40 mit n/1 H,SO, verdiin- 
nen) wird dann reduziert. Das Kélbchen wird mit Alkohol aufgefiillt und die 
Extinktion im Zeiss-Spektrophotometer bei 587 my bestimmt. Aus meBtechnischen 
Griinden konnte nicht im Bereich des Maximums der Absorptionskurve (740 my) 
gemessen werden. 

Zur Bestimmung des 10 min- und des 30 min-Phosphates wurde so viel 5 n HCl 
zum Extrakt gegeben, daB die Endkonzentration an HCl n/1 betrug, im kochenden 
Wasserbad in der angegebenen Zeit hydrolysiert und dann das freigesetzte Ortho- 
phosphat bestimmt. Bei den in den Tabellen angegebenen Werten ist das direkt 
bestimmte Orthophosphat nicht abgezogen worden. 

Polyphosphate. Die in den Bakterien gebildeten Polyphosphate gingen bei der 
Extraktion fast ausschlieBlich in den Perchlorsiure-Extrakt. Bei der Behandlung 
mit hei®er Saure werden die Polyphosphate vollstandig hydrolysiert, von den 
Nucleinsduren etwa 5°/, ihres P-Gehaltes abgespalten. Die in den Tabellen und Kur- 
ven als labiles Phosphat bezeichneten P-Werte geben also im wesentlichen den 
Polyphosphatgehalt an. Der geringe Gehalt an NS-P wurde nicht abgezogen. 

Das Gesamtphosphat im Riickstand wurde nach Aufschlu8 (Lizs u. WINTER- 
STEINER 1924) bestimmt. Fiir die Gesamtphosphatbestimmungen der Substanz 
(5—7 mg Einwaage) und in den Extrakten geniigte eine Zugabe von 1 ml 30°/,iger 
H,SO, und 2—3maliges Abrauchen mit jeweils etwa 15 Tropfen Perhydrol. Zum 
Aufschlu8 des Riickstandes muften 2 ml H,SO, zugegeben werden. 

Die papierchromatographische Trennung der Polyphosphate erfolgte zumeist auf 
Schl. & Sch.-Papier 2043b mgl., sdéuregewaschen. Als Lésungsmittelgemische 
dienten die von EBEL u. Mitarb. angegebenen (EBEL u. Vormar 1951; Epen 1952) 
und das Cellosolvegemisch nach GAssNER (1957). 

NS-P-Bestimmung. Papierchromatographische Basenbestimmungen hatten 
ergeben, daB durch die hei&e Perchlorsaure praktisch die gesamte NS extrahiert 
wird. An verschiedenen, aus Mycobakterien isolierten NS-Proben wurden P-Gehalt 
und Absorption bei 260 mu nach Behandlung mit heifer Perchlorséure gemessen 
und aus den erhaltenen Werten der molare Extinktionskoeffizient fiir NS-P errechnet. 
Es wurde ein Durchschnittswert von 8000 erhalten. Die mit diesem Faktor aus den 
Proben errechneten Werte erheben keinen Anspruch auf absolute Genauigkeit, 
geniigen aber, um den Beginn und Verlauf der NS-Synthese in wachsenden Kulturen 
zu erfassen. 

Zur Bestimmung der NS-Basen wurden 100 mg Trockensubstanz nach dem ver- 
kiirzten Extraktionsgang behandelt und der heibe Perchlorsiureextrakt gefrier- 
getrocknet. Nach Hydrolyse der NS mit HClO, wurde aufsteigend chromatographiert 
(Wyarr 1951). Als Lésungsmittel diente folgendes Gemisch: Isopropanol, konz. HCl, 
Aqua dest. (170:41:39). 

Der Gesamt-N wurde in einer Halbmikroapparatur nach KJELDAHL bestimmt 
(KnaAppe u. Mitarb. 1959). 

Die Bestimmung von BakterieneiweiB wurde im Prinzip nach der von STICcK- 
LAND (1951) angegebenen Biuretmethode ausgefiihrt. Die an sich empfindlichere 
Folin-Phenol-Methode von Lowry u. Mitarb. (1951) gelingt in der Regel nur mit 
klar geléstem Eiweif. 


Ergebnisse 
Die Granualbildung in wachsenden Kulturen 
Wie Angaben in der Literatur und eigene Beobachtungen (DREWS 


1958 I u. IL) zeigen, sind die m. Gr. in sehr unterschiedlicher Zahl und 


GréBe in den Bakterien enthalten. BASSERMANN (1953), Koren (1954/55), 
26* 
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Meissner u. LemKE (1954/55) sowie Drews (1958) sind der Auf- 
fassung, da8 Granulaentstehung und Wachstum der Kultur sich aus- 
schlieBen, Ruska u. Mitarb. (1952) sowie SHrnoHaRA (1955) dagegen 
beobachteten ein zeitliches Zusammentreffen beider Vorgange. Durch 
ausgedehnte Vorversuche konnten beide, sich scheinbar widersprechenden 
Ergebnisse bestatigt werden. Es zeigte sich, daB die Kulturbedingungen, 
vor allem die O,-Versorgung, auf Bildung und Abbau der Granula einen 
deutlichen Einflu8 nehmen. Wenn man zu gesicherten, quantitativen 
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Abb.1. Mycobacterium phlei. Ausstrichpriparat aus einer einstiindigen Kultur mit Toluidinblau 
gefiirbt. In den Bakterien zahlreiche, kriftig gefiirbte metachromatische Granula. 1400 :1 


Angaben kommen will, mu man einmal Bedingungen finden, die eine 
sehr kraftige Granulabildung erméglichen, um auBerhalb der durch 
natiirliche Streuung und Methodik des Zahlens bedingten Fehlergrenze 
zu kommen, zum anderen im VersuchsgefaB eine gleichmaBige Gas- und 
Nahrstoffversorgung schaffen. Agar- und Deckenkulturen sowie Submers- 
verfahren, die mit Beliiftung arbeiten, scheiden daher aus. Beim Ein- 
blasen von Luft verklumpen namlich die Mycobakterien, wahrscheinlich 
durch die hervorgerufene, turbulente Stroémung in kurzer Zeit, auch bei 
Zusatz oberflaéchenaktiver Substanzen wie Tween 80. Die im folgenden 
wiedergegebenen Ergebnisse gelten also nur fiir die im methodischen Teil 
genannten Versuchsbedingungen. 

Wie schon geschildert (DrEws 1958 IT), werden in Mycobacterium 
phlei, das von Agar in Sauton-Nahrlésung geimpft wurde, sehr rasch 
Granula gebildet (Abb.1 und 2). Maximal wurde ein Anstieg von 74 auf 
552 Gr./200 Bakterien nach 20 min oder von 20 auf 308 Gr./200 Bakt. 
nach 5 min Bebriitung erzielt. Im Bereich des steilen Anstiegs der Granula- 
kurve nimmt der Durchmesser der Granula (Mittelwert) etwa um 20°/, 
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und mehr, in einzelnen Fallen bis zu 40°/, zu, um mit dem Absinken der 
Granulakurve wieder abzunehmen (Abb.3). 

In den ersten Stunden der Bebriitung sind die Gr. meist besonders 
kraftig metachromatisch gefirbt und spéter mehr blau-violett. Da der 
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Abb.3. Mycobacterium phlei. Wachstum und Granula- G7 
bildung. Schiittelkultur in Sauton-Nahrlésung; 37°C. 
Impfmaterial: 21/. Tage alte Agarkulturen. 


Granula/200 Bakterien; -—— Linge der Bakt. 
(Mittelwert aus 200 gemessenen Bakterien); - - - - - Durch- 
messer der Granula (Mittelwert); —---— Zunahme der 


EiweiBmenge je 20ml Kulturfliissigkeit. Ordinaten: J@ 

A Granuladurchmesser in Mikron; B Granulazahl/200 

Bakterien; C Bakterienlinge in Mikron und Milligramm 
BakterieneiweiB je 20 ml Kulturfliissigkeit 


metachromatische Effekt aber von verschiedenen Faktoren abhangt, 
14Bt sich aus dieser Beobachtung nicht ohne weiteres eine Anderung der 
Granulazusammensetzung ableiten. Wahrend der steile Anstieg der 
Kurve regelmaBig zu beobachten ist, kommt es beim Abfall, also dem 
Einschmelzen der Gr., gelegentlich zu Verzégerungen (siehe Abb. 2, 
Drews 1958 II) oder zur Ausbildung sekundarer Maxima. Die Anord- 
nung der m. Gr. in der Zelle ist unterschiedlich. Mehr oder weniger 
haufig liegen die Gr. an den Enden der Stabchen wie die Polkérper der 


Corynebakterien. 
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Beim BCG-Stamm ist die Granulierung — wie alle Stoffwechsel- 
prozesse — im Vergleich mit phlei stark verzégert. Das Maximum wird 
sowohl in der Decken- als auch Submerskultur nach 2—4 Tagen erreicht 
(Abb. 4). Die Abnahme ist beim Oberflichenverfahren sehr allmahlich 
(Abb. 4), bei Bebriitung auf dem Schiitteltisch steiler (Abb. 5). 

Wie der geschilderte Verlauf der Granulabildung vermuten 1aBt, 
besteht eine enge Beziehung zum Wachstum der Kultur und den damit 
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Abb.4. Mycobacterium tuberculosis, BCG-Stamm. Granulabildung. Ausgangsmaterial von 6—7 Tage 
alten Deckenkulturen auf die Oberfliche frischer Nihrlésung tibertragen. Bebriitung als Decke bei 
37°C, Ordinate: Zahl der Granula/200 Bakterien 


Abb.5. Mycobacterium tuberculosis. BCG-Stamm. Granulabildung. Deckenkultur auf Sauton, fliissig, 

11 Tage alt; durch Schiitteln mit Glaskugeln in feinere Fléckchen verteilt und in fliissigen Sauton mit 

Zusatz von 1°/, Pferdeserum geimpft. Bebriitung submers bei 37°C auf dem Schiitteltisch. Ordinate: 
Zahl der Granula in 200 Bakterien 


verbundenen Stoffwechselprozessen. Die EiweiBsynthese beginnt erst, 
wenn in der Kultur das Maximum der Granulazahl fast oder ganz erreicht 
ist (Abb. 6). Die Zellteilung setzt erst nach 7—8 Std ein (Abb. 7). Die 
Granulabildung erfolgt also vor dem Beginn von Wachstum 
und Vermehrung, und die Granulasubstanz wird waihrend der 
logarithmischen Wachstumsphase wieder eingeschmolzen. 


Granulabildung in ruhenden Kulturen 
In ruhenden Kulturen findet ebenfalls eine lebhafte Neubildung von 
Granula statt. Die Granulazahl kann hoher als in der wachsenden Kultur 
steigen, aber das ist nicht die Regel (Abb. 7). Nach dem Erreichen des 
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Maximums fallt die Kurve ebenfalls ab, jedoch nicht so tief wie in der 
wachsenden Kultur, sondern bleibt meist auf einem Niveau von etwa 
200 Granula/200 Bakterien stehen. In Medien, in denen also die Zell- 
teilung durch das Fehlen einer N- Quelle unterbunden wird, verlauft der 
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Abb. 6. Mycobacterium phlei. Wachstum und Granulabildung. Impfmaterial: 3 Tage alte Platten- 

kulturen auf Sauton. Schiittelkultur in Sauton + 0,1°/) Tween; 37°C. Ordinaten: A Zahl der 

Granula/200 Bakterien; B Ext. der Biuretbestimmung Ext. 0,1 +1mg Hiwei8/10 ml Ansatz; 
C Gesamt-Bakt.-N/m1 Kulturlosung. 

Granulazahl/200 Bakterien; —-—-— Gesamt-N; ----- HiweifBgehalt 


Abb.7. Mycobacterium phlei. Vermehrung und Granulabildung. Impfmaterial: 3 Tage alte Agar- 
kulturen. Ordinaten: 1 Zahl der Granula/200 Bakterien; 2 Zahl derBakterien in 0,002 mm, Impf- 
material: 2 Tage alte, auf Sauton ohne Asparagin bebriitete Kulturen; geimpft in 1 Sauton-Nahr- 
lésung; 2 Phosphatpuffer 6 -10~*mol, pu 7,0; 0,05°/o MgSOq; 3,0°/. Glycerin. 
Kurven: dicke Linien = Granulazahl, diinne Linien = Zellzahl 


Abbau der metachromatischen Granula langsamer als in der wachsenden 
Kontrolle. 

Die Untersuchungen iiber Ruhestoffwechsel und Granulabildung wur- 
den erschwert, weil es kaum gelang, die Bakterien so schonend zu ver- 
armen, daB ohne C- Quelle die Granulabildungsrate und die Leeratmung 
nur sehr niedrige Werte erreichten, gleichzeitig aber das phosphory- 
lierende System nicht geschadigt wurde. Ein bloBes Waschen, wie es 
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Mupp u. Mitarb. (1956) fiir diese Fragestellung vornehmen, gentgte 
nicht. Die Bakterien muBten durch geeignete Vorbebriitung an organi- 
schen Speicherstoffen verarmt werden. Wurden die Bakterien dann aber 
wieder in eine Nahrlésung mit P- und C- Quelle gegeben, fand nur noch 
eine sehr schwache Granulabildung statt. 


Der Phosphorstoffwechsel in wachsenden Kulturen 


Wir sahen, daB die Zahl der m. Gr. in der Bakterienzelle einem oft 
raschen Wechsel unterworfen ist. Das spricht dafiir, daB die Gr. aus Ver- 
bindungen bestehen, die voriibergehend im Stoffwechsel in gréBerer 
Menge gebildet und spiter wieder aufgebraucht werden. MEISSNER u. 
DILLER (1953) sowie MEISSNER u. LEMKE (1954) beobachteten, daB der 
Gesamt-P-Gehalt in Mycobacterium tuberculosis-Material nur dann iiber 
1°/, ansteigt, wenn in den Zellen Granula ausgebildet werden. Ruska u. 
Mitarb. (1952) fixierten die Mycobakterien in dem sauren Gemisch nach 
Carnoy. Dabei wurden die Granula herausgelést, und im Extrakt konn- 
ten die Autoren sogenanntes Metaphosphat nachweisen. Nach WINDER 
u. DENNENY (1954) nehmen mit dem Alter der Kultur bei Mycobac- 
terium smegmatis Zahl und GréBe der metachromatischen Granula sowie 
der Gehalt an Metaphosphat zu. Bei Mycobacterium phlei konnte auch 
eine weitgehende Parallelitaét zwischen der Entstehung von Granula und 
der Bildung von séureunléslichem Phosphat beobachtet werden (DREWs 
1958 IT). Wenn man noch die eingangs erwahnten cytologischen Befunde 
beriicksichtigt, so scheint kein Zweifel mehr iiber die Beteiligung von 
kondensierten Phosphaten am Aufbau der metachromatischen Granula 
zu bestehen. Es bleibt aber noch offen, wie diese kondensierten Phosphate 
gebildet werden und zusammengesetzt sind und welche Funktion sie im 
Stoffwechsel der Zelle und beim Aufbau der Gr. haben. 

In Mikroorganismen konnten vorwiegend Polyphosphate unterschied- 
licher Kettenlange nachgewiesen werden (INGELMAN u. MALMGREN 1947; 
MALMGREN 1952; Esnn 1952 III; Yosuirpa 1955; LouMann u. LANGEN 
1956; Turo u. Mitarb. 1956; Drews 1958 1; KaLrrwassER u. SCHLEGEL 
1959). Zwar hat KorNnpErG (1956) auch Trimetaphosphat aus Hefe 
isoliert, nach seiner Ansicht kann diese Verbindung aber ein aus hoch- 
polymerem Polyphosphat durch Hydrolyse waihrend der Extraktion ab- 
gespaltenes Produkt sein. Mrissner (1956/57) konnte Trimetaphosphat 
als Produkt des extracellularen Abbaues von Polyphosphat nachweisen. 
Bei der Extraktion der Polyphosphate aus Hefe lassen sich zwei oder 
mehr Fraktionen isolieren, eine, die in kalter TCE léslich ist und im 
Stoffwechsel inaktiv sein soll und die zweite, die sogenannte saure- 
unlésliche (léslich nur in hei®er Séure bzw. Alkali), die eine hohe Stoff- 
wechselaktivitat besitzt (Junt u. Mitarb. 1948; Wramp 1949). Lanaun 
u. Liss (1958, 1959) haben vier Polyphosphatfraktionen isoliert, die sich 
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chemisch durch ihren Polymerisationsgrad (Kettenlinge) und physio- 
logisch durch die Reihenfolge ihrer Entstehung unterscheiden. 

In granula- und phosphatarmen Mycobakterien werden nach Uber- 
tragung in frische Nahrlésung in relativ kurzer Zeit Granula gebildet und 
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Abb.8. Mycobacterium phlei. Granulabildung und Phosphateinbau. Bebriitung: Sauton-Nahrlosung, 
Schiitteltisch, 37°C. Impfmaterial: 3 Tage alte Agarplattenkulturen. Ordinaten: A Zahl der Granula/ 
200 Bakterien; B mg P/100 mg Trockensubstanz; C mg N/100 mg Trockensubstanz. Abszisse: Be- 


briitungszeit in Stunden. Granula; ——— Gesamt-P; —***—"": — Gesamt-P der Frakt. 3 
(heiBer HC10,-Extr.); —-—-— labiles Phosphat in Fraktion 3 (Polyphosphate); —-:—-:— NS-P; 
—--—— Gesamt(obere)-, Protein-(untere Kurve)-Stickstoff; - --- - Lipoid-P (Frakt. 2); ++-—+ Pim 


Pim TCE-Kaltextrakt (Frakt. 1) (diinne Linie) 


Riickstand (Frakt. 3); 


wieder abgebaut (Abb. 8). In dem in Abb. 8 und 9 wiedergegebenen 
Beispiel sinkt die Zahl nach dem Erreichen des Maximums nicht auf den 
Ausgangswert ab, sondern zeigt starke Schwankungen zwischen 10 und 
28 Std der Bebriitung. Die unmittelbare Ursache eines solchen unregel- 
maBigen Kurvenverlaufs diirfte die dichte Beimpfung der Kolben und 
eine gewisse Verklumpung der Bakterien sein, die bei langerer Bebriitung 
auftritt. Von den Phosphorverbindungen, die in den Bakterien enthalten 
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sind, folgen Gesamt-P und labiles Ph im heiBen Perchlorsiureextrakt den 
Verinderungen der Granulazahl. Vor allem sind es die Polyphosphate, 
die den Verlauf der Kurve bestimmen. Sie steigen, wie die Granulazahl, 
als einzige P-Verbindung in den ersten 3 Std steil an. Der NS-P beginnt 
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Abb.9. P-Gehalt der Fraktionen des TCE-Kaltextraktes: Text siehe Abb.8 Granula und Gesamt-P 
wie Abb.8. ----- Gesamt-P ; — --- —*-— 30 min-Phosphat; ——— 10 min-Phosphat; —-—-— Ortho- 


Phosphat, in der1. Fraktion (TCE-Extrakt) 


dagegen erst nach 2 Std zuzunehmen. 90°/, der Zunahme des Gesamt-P 
der Mycobakterien sind durch die Polyphosphate bedingt. Der Gesamt-P 
steigt von 0,875 auf 1,967 mg P, der Polyphosphat-P von 0,119 auf 1,112 
mg P/100 mg Substanz. In wachsenden Kulturen von Mycobacterium 
phlei werden also in den ersten 3 Std der Bebriitung vorwiegend Poly- 
phosphate in der stéureunldslichen Fraktion gebildet und in Form von 
Gr. in den Zellen abgelagert. Neben dem heiBen Perchlorséureextrakt 
enthalt nur noch der kalte TCE-Extrakt (Fraktion 1) nennenswerte 
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Mengen an P. Zu Beginn der Bebriitung fallt der P-Spiegel in dieser Frak- 
tion und steigt dann allmahlich wieder an. Die Zunahme ist aber nicht 
durch Polyphosphate bedingt, sondern im wesentlichen durch Bildung 
schwer hydrolysierbaren Phosphates (Abb. 9). Bei anderen Versuchs- 
serien war die Synthese dieser Verbindungen noch intensiver. Im ganzen 
gesehen tiberwiegen aber von der 4. Std an dephosphorylierende Prozesse. 
Nach 10 Std ist eine Zunahme an Gesamt-P zu beobachten, die vorwie- 
gend durch Bildung von NS-P und schwer hydrolysierbarem Phosphat 
bedingt ist. Die in den ersten Stunden der Bebriitung gebildeten Poly- 
phosphate der sdureunléslichen Fraktion sind , Va 
hochpolymer, nach vorlaufigen Untersuchungen 

mit einem durchschnittlichen Kondensations- 

grad von etwa 20 und nach Untersuchungen 

von BELOSERSKY sowie LANGEN u. Liss an ein 300 
Substrat gebunden. In kalter Saure ldsliche 
Oligophosphate, mégliche Vorstufen der Poly- 
phosphate, lieBen sich wéihrend der ersten 
Stunden der Bebriitung nicht nachweisen. 

Die rasche Bildung der metachromatischen 
Granula und Polyphosphate, wie sie aus den 
eben geschilderten Ergebnissen deutlich wird, 
gab Veranlassung, der 1. Std der Bebriitung eine 
noch stirkere Beachtung zu schenken. In dem 
in Abb. 10 geschilderten Versuch steigt die 
Granulazahl besonders steil an: von 1 auf 
429 Gr./200 Bakt. in den ersten 20 min. Die Gr. ¢ 
waren stark metachromatisch und relativ groB. 
Der Durchmesser im gefairbten Praparat betrug 200 
durchschnittlich 0,34—0,35 u. Eine besonders 
starke Zunahme des P-Gehaltes war wieder bei ¢ 
den Polyphosphaten des heiBen Perchlorsdure- ; 
extraktes zu beobachten. Alle anderen Frak- 
tionen zeigen erst spéter einen Anstieg. Diese 100 
und andere Reihen bestatigten, da hoch- 2, 
polymeres Polyphosphat die erste in groBerer 
Menge gebildete Phosphorverbindung ist. 

Um etwas iiber den Umsatz des Phosphors in | 
den einzelnen Fraktionen aussagen zu konnen, ini ety 
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Abb. 10 


Abb.10. Mycobacterium phlei. Granulabildung und Phosphorylierung. Ordinaten: A Gesamt-N in mg 

N/100 mg Trockensubstanz; B Zahl der Granula/200 Bakterien; C mg P/100 mg Trockensubstanz. 

Abszisse: Zeit der Bebriitung in Stunden. Granula; ——— Gesamt-N; ——— Gesamt-P; 

—+.—+-— P jn Frakt. 1 (TCE-Kaltextrakt); ----- P in Frakt. 2 (Ather-Alkohol-Extr.); — — Pin 

Frakt. 3 (H.C10,-hei8); —-—:— Labiles Phosphat (Polyphosphate); ——"— P in Frakt. 4 (Riick- 
stand); Impfmaterial, Substrat und Bebriitung wie Abb. 8 u. 9 
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Abb.11. Mycobacterium phlei. 3 Tage alte Agarkulturen mit kaltem Trispuffer abgeschwemmt und 
in folgender Lésung suspendiert: Sauton-Nihrldsung + 1-10-*mol Phosphatpuffer (5:1) px 7,0. 
Diagramm a) P-Gehalt der Fraktionen nach verschiedenen Zeiten der Bebriitung; Diagramm b) 
Anstieg der Radioaktivitit; Diagramme) Fraktionen des kalten TCE-Extraktes (P-Gehalt). 
Ordinaten: A Zahl der Granula/200 Bakterien; B mg P/100 mg Trockensubstanz; C 10-!C/100 mg 


Trockensubstanz; D wie B Granulazahl; —— --——-. Gesamt-P; —-— (obere Kurve) 
TCE-Extr. (Fr.1); -+++++> Ather-Alkohol-Extr. (Fr. 2); ——-— HC10,-Extrakt (Fr. 3); —:—- Riick- 
stand (Fr.4); —::-—::-— Polyphosphate in Fr.3; ---- NS-P; —--— Riickstand, Aktivitit (b); 


—-—-Fr. 1, Aktivitiit (b). Siulen in Diagramm C (von links nach rechts): Ortho-Phosphat, 
10 min-Phosphat, 30 min-Phosphat, Gesamt-Phosphat des TCE-Kaltextraktes 
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wurde die Aufnahme von markiertem Phosphat durch Mycobacterium 
phlei verfolgt. ErwartungsgemaB zeigen wieder Granulazahl und Poly- 
phosphat den weitaus starksten Anstieg (Abb. 11a) Entsprechend hat 
auch die gleiche Fraktion die starkste Zunahme an Aktivitat zu ver- 
zeichnen (Abb. 11b). Von den wibrigen Fraktionen zeigt nur noch der 
TCE-Extrakt einen deutlichen Anstieg (Abb. 11b). Berechnet man aus 
den Ergebnissen die spezifische Aktivitaét (Tab.1), so wird deutlich, daB 
bis zu 2 Std Aktivitaét und P-Gehalt der Polyphosphate gleichmaBig 
zunehmen, also zunachst nur Synthese stattfindet und kein Kinbau von 
niedermolekularen Spaltprodukten in andere Fraktionen. 


Tabelle 1. Spezifische Aktivitdt der Extrakte in 10-4 wC/mg P 


Bebriitungszeit | Fraktion 1 | eee Fraktion 3 me SR j 
in min | (Mittelwert) | prone | (Mittelwert) BiEaiwous 

15 1825 94 2045 890 

40 2292 519 1890 750 

120 2445 2085 2085 1385 


Auch verlauft die Bildung der Polyphosphate nicht tiber niedermole- 
kulare Vorstufen in der TCE-Fraktion, weil Aktivitat und Phosphat in 
der 3. Fraktion vom Beginn der Bebriitung an absolut gesehen den 
stirksten Anstieg zeigen und es zu keiner Zunahme des labilen Phosphates 
in der 1. Fraktion kommt. In der 1. Fraktion nimmt die spezifische Akti- 
vitat, wenn auch langsam, so doch deutlich, zu. Kin Teil des P wird also 
ausgeschieden oder in Verbindungen anderer Fraktionen eingebaut. Das 
ist naheliegend, weil ein groBer Teil des aus dem Medium aufgenommenen 
Orthophosphates diese Fraktion durchlauft. Das relativ langsame Anstei- 
gen der spezifischen Aktivitat in der 2. und 4. Fraktion spricht dafiir, daB 
zunichst in der Zelle vorhandener, inaktiver P eingebaut wird. 

Die bevorzugte Aufnahme des Orthophosphates aus der Nahrlosung 
in die 3. Fraktion wird besonders bei sehr kurzen Bebriitungszeiten 
deutlich (Abb. 12). 

Die Bildung der Polyphosphate in ruhenden Normalkulturen 
entspricht in den ersten Stunden der Bebriitung weitgehend dem Ver- 
halten in wachsenden Kulturen. Wie schon nach dem Granulierungstest 
zu erwarten war, werden sehr rasch in den Bakterien Polyphosphate 
gebildet. Der Nucleinsdéuregehalt steigt nicht an, dafiir nehmen aber die 
Phospholipoide und das 30 min-Phosphat im TCE-Extrakt zu. Als 
C-Quellen wurden Malat und Lactat verwendet. Der Abbau der PoPh 
ist gegentiber der wachsenden Kultur verlangsamt. 


Granulabildung und 0,-Aufnahme 


Die Polyphosphate sind energiereiche P-Verbindungen (YosHIDA 
19551), die nur unter Bereitstellung von Energie gebildet werden kénnen. 
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Bei Mycobakterien léuft dieser ProzeB nur unter aeroben Bedingungen 
bei giinstiger O,-Versorgung ab. Bestimmungen der Bildungsrate von 
labilem Phosphat in der 3. Fraktion und der O,-Aufnahme in der 
1. Std der Bebriitung ergaben keine Parallelitaét beider GroBen. Wahr- 
scheinlich liegt die Ursache zum Teil in dem negativen Ausgang der 
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Abb.12. Mycobacterium phlei, Phosphorylierung. Mit kaltem Trispuffer gewaschene Bakterien werden 
in Sauton-Niihrldsung + Phosphatpuffer (6-10-*mol) 10:14 bebriitet. Die Niihrlésung enthalt 42 ~C 
#P/100 ml. Nach bestimmten Zeiten wurde die Reaktion durch TCE und plétzliche Abkiihlung ab- 
gestoppt. Ordinate rechts: 107% uC. Granula; —— Fraktion 3, Gesamt-P; —::—::— Frak- 
tion 8, Polyphosphat-P; —:—:— Fraktion 3, Aktivitit; —--—-:— Fraktion 1, Aktivitit; 
----- Fraktion 1, Gesamt-P; +++++++ Fraktion 2, Gesamt-P ; —--—-— Fraktion 4, Gesamt-P 


Versuche, die Leeratmung ohne gleichzeitige Schadigung des phosphory- 
lierenden Systems stark zu erniedrigen. Es gelang auch nicht, durch Er- 
niedrigen des O,-Angebotes eine ,,Minimalatmung* bei gleicher Phospho- 
rylierungsrate zu erzielen. Es hat den Anschein, als ob die oxydative 
Phosphorylierung besonders empfindlich auf Veranderungen der O,- Ver- 
sorgung reagiert. SCHLEGEL (1954) kam bei Hydrogenomonas zu ahnlichen 
Ergebnissen. Unter Zugrundelegung des O,-Verbrauches nach 30 min 
Bebriitung in der Warburg-Apparatur und der Polyphosphatbildungsrate 
wurde das P/O-Verhailtnis! zu 0,29 berechnet. Doch fiihrten die Versuche 


* Als Polyphosphat in der siureunléslichen Fraktion wahrend der Zeit gebundener 
P in mol/aufgenommene Grammatome Sauerstoff. 
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zu keinem bestimmten Verhaltnis, sondern schwankten etwa in dem 
Bereich von 0,1 bis 1,0. Eine genauere Bestimmung wird erst dann még- 
lich sein, wenn man mit zellfreien Extrakten verarmter Bakterien ein 
System in die Hand bekommt, das fast ausschlieBlich nur die Synthese 
der Polyphosphate durchfiihrt oder wenigstens Bakterien findet, die 
ahnlich hohe Bildungsraten fiir Polyphosphate haben, sich aber leichter 
verarmen lassen. BRODIE u. GRAY (1955, 1956, 1957) haben an zellfreien 
Extrakten von Mycobakterien und Corynebakterien ein P/O-Verhaltnis 
iiber 1,0 erhalten. Allerdings haben sie die Gesamt-P-Aufnahme ihren 
Berechnungen zugrunde gelegt. 


Hemmstoffversuche 

Wir sahen, da8 eine Beeintrachtigung der Sauerstoffversorgung sich 
stérend auf Granulabildung und Polyphosphatsynthese auswirkt. Das 
deutet darauf hin, daB das fiir die Polyphosphatsynthese erforderliche 
energiereiche Phosphat auf dem Wege der oxydativen Phosphorylierung 
bereitgestellt wird; ATP kann nach LyNEN u. HouzeEr (1949) in Verbin- 
dung mit der Atmungskette oder durch die Substratphosphorylierung 
gebildet werden. Beim Durchlaufen eines H-Molekiils oder Elektronen- 
paares vom DPN zum O, werden maximal praktisch drei energiereiche 
P-Bindungen gekniipft. Der vollstandige Abbau der Brenztraubensaure 
iiber den Citronensaurecyclus ergibt 15 derartige Bindungen. 

Wie die Versuche mit herabgesetzter O,-Spannung erwarten liefen, 
bewirkt eine Stérung des normalen Ablaufs in der Atmungskette auch 
eine Herabsetzung der Granulierungsrate. Durch Blockierung der Cyto- 
chromoxydase mittels CN- findet von etwa 5 - 10-4 mol an eine Hemmung 
von O,-Aufnahme und Granulabildung statt. Bei 10-2 molarer Konzen- 
tration werden beide Vorgange vollstandig sistiert. 

Low u. Mitarb. (1957, 1958) konnten an Saugetiermitochondrien 
nachweisen, da der an die Atmungskette gebundene Austausch von an- 
organischem Phosphat und ATP-Phosphat durch 2,6-Dichlorphenolindo- 
phenol und Methylenblau unterbunden wird. Diese Verbindungen hem- 
men auch die durch 2,4-DNP aktivierbare ATP’ase. Beide Substanzen 
waren auch im Granulierungstest wirksam. Methylenblau (5 - 10-4 mol) 
hemmte die Granulabildung um etwa 25 °/) bzw. 35—40 o/, (1 - 10-% mol). 
Im Warburg-Versuch war erst bei 1 - 10-3 mol Konzentration ein Effekt 
nachweisbar. Die O,-Aufnahme entsprach der Kontrolle, bei5- 10-*molarer 
Konzentration wurde sie leicht gefordert. 2,6-Dichlorphenolindophenol 
(Merck) hemmt Granulabildung und Atmung (Abb. 13). Der Versuch 
zeigt deutlich, daB entsprechend den Ergebnissen von Low u. Mitarb. 
(1958) nur die oxydierte Form wirksam ist. Beide Farbstoffe miiBten 
nach ihrem Redoxpotential in der Atmungskette zwischen Cytochrom ¢ 


und. b interferieren. 
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Komplexbildner wie Athylendiamintetraacetat (ADTA) und o-Phenan- 
throlin fiihrten zu ahnlichen Ergebnissen. ADTA hemmte die Granula- 
bildung in 1- 10-3 mol. Konzentration etwa zu 25—30°/, o-Phenan- 
throlin hatte den gleichen Effekt bei 5 - 10-* mol Konzentration. Die 
Sauerstoffaufnahme wurde von o-Phenanthrolin noch starker als die 
Polyphosphatsynthese gehemmt. Nach Yana u. Mitarb. (1958) wird der 
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Abb.13. Mycobacterium phlei. Granulabildung und O,-Aufnahme unter Einflu8 yon 2,6-Dichlor- 
phenolindophenol (DCPIP), 2 Tage alte Schrigagarkulturen mit Trispuffer ausgewaschen und darin 
resuspendiert, Ansatz: 0,2 ml Bakteriensuspension (0,086 mg Bakt.-N); 1,8 ml Phosphatpuffer, 
6+ 107% mol, pa 7,0; mit 0,1°/, KCl; 0,05°/, MgSO, - 7H,0; 2,0 Vol-°/, Glycerin. 
1, Kontrolle; 2. +1+10-*mol DCPIP + 5-10-*mol K-Ascorbat; 3. +1-+10-4mol DCPIP. Dicke 
Linien: Granulazahl; Diinne Linien: O,-Aufnahme. Ordinaten: A Zahl der Granula/200 Bakterien; 
B O-Verbrauch in “l/mg Bakt.N/angegebene Zeit 


Abb.14, Mycobacterium phlei. Granulabildung und O,-Aufnahme unter EHinflu8 von Trypaflavin. 

Bakterienmaterial: 3 Tage alte Agarkulturen, 3mal mit kaltem Trispuffer gewaschen; Ansatz wie 

Abb. 18. Kontrolle; ---- + 1-+10-*mol Trypaflavin; —:-—-— + 1: 10-*mol Trypaflayin. 

Dicke Linien: Granulazahl; Diinne Linien: O,.-Aufnahme; Ordinate: Zahl der Granula/200 Bakterien 
und O,-Verbrauch in 1/K6lbchen/angegebene Zeit 
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Elektronentransport in DPN-gekoppelten Oxydationssystemen durch 
1,10-Phenanthrolin blockiert. 

Von weiteren, getesteten Verbindungen erwies sich besonders der 
Acridinfarbstoff Trypaflavin als wirkungsvoll (Abb. 14). 


Die Wirkung von Entkopplergiften 


Wenn die Bereitstellung von energiereichem Phosphat fiir die Poly- 
phosphatsynthese auf dem Wege der oxydativen Phosphorylierung 
geschieht, und dafiir sprechen die eben angefiihrten Ergebnisse, so ware 
bei Einsatz von Entkopplersubstanzen eine Hemmung der Polyphosphat- 
bildung zu erwarten. Diese Hemmstoffe entkoppeln die Phosphorylierung 
von oxydativen Prozessen (Loomis u. Lipman 1948, BONNER u. MILLERD 
1953; Kesster 1955; Parker 1956; Bronk u. Krettey 1958). Die im 
oxydativen Stoffwechsel gewonnene Energie kann daher nicht mehr tiber 
die energiereiche Phosphatbindung fiir synthetische Leistungen der Zelle 
zu Verfiigung gestellt werden (Massarr u. Heymans 1950); es findet 
auch keine Bildung von ATP an bestimmten Stellen der Atmungskette 
mehr statt (MAHLER 1950). 

Die mit 2,4-Dinitrophenol und Natriumazid durchgefiihrten Ver- 
suche brachten jedoch nicht die erwarteten Ergebnisse. 2,4-DNP hemmt 
erst bei Konzentrationen iiber 5 - 10-4 mol Granula- und Polyphosphat- 
bildung. Parallel dazu wird aber auch die Atmung in etwa gleichem 
Umfange gehemmt (DRrEws 1959). Bei einem typischen Entkopplereffekt 
hatte die Hemmung der Phosphorylierung bei relativ schwacher DNP- 
Konzentration von einer Stimulierung der Atmung begleitet sein missen. 
DNP scheint also bei Mycobakterien an anderer Stelle als der Atmungs- 
kette seine Hauptwirkung zu entfalten, méglicherweise durch Storung 
der Phosphataufnahme (REINER u. SPIEGELMANN 1947; YOSHIDA u. 
Yamataka 1953; Wrnpisc# u. Mitarb. 1958) oder Férderung dephospho- 
rylierender Prozesse, oder das fiir die PoPh-Synthese erforderliche ener- 
giereiche Phosphat wird durch Substratphosphorylierung gebildet. 

NaN, hemmt nach Maruyama (1956) Apyrasetatigkeit und Phosphory- 
lierung unter aeroben Bedingungen im Krotenembryoextrakt. MyErs 
u. SLATER (1957) konnten nach anfanglicher Aktivierung eine Hemmung 
der enzymatischen Hydrolyse von ATP in Lebermitochondrien durch 
NaN, beobachten. 

Wie auch DNP erwies sich NaN, erst bei hohen Konzentrationen als 
hemmend. Eine deutliche Reduzierung der Granulabildung gegentiber 
der Kontrolle konnte in Gegenwart von 1 - 10-? mol NaN, und hédheren 
Konzentrationen beobachtet werden. Bei schwacheren Konzentrationen 
fehlte eine Hemmung oder kehrte sich in eine Foérderung um. Vor allem 
unterblieb bei langerer Bebriitung der in wachsenden Normalkulturen 
beobachtete und mit dem Beginn der Vermehrung zusammenfallende 
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rasche Abbau der metachromatischen Granula nach etwa 10 Std. NaNs 
(5- 10-3 mol) unterbindet die Vermehrung praktisch vollstandig. Auch 
hier wird der schon frither dargestellte Zusammenhang zwischen Wachs- 
tum, Vermehrung und Granulabildung deutlich. Es fallt aber auf, daB 
die Hemmung der Granulaeinschmelzung im Vergleich mit nicht wach- 
senden Kulturen besonders stark ist, der verzégerte Abbau also wohl 
nicht allein auf das fehlende Wachstum zuriickgefiihrt, sondern még- 
licherweise auch als eine Hemmung der entsprechenden Depolymerasen 
gedeutet werden kann. 
Die in Gegenwart von DNP beobachtete Parallelitat von Granulie- 
rungs- und Atmungshemmung ist bei NaN; nicht zu beobachten. Bei 
schwacheren Konzentrationen von NaN, 
A B (8- 10-3 mol) wird die Atmung geférdert 
N und erst iiber 3 - 10-? mol gehemmt. 
Wie zu erwarten, hat NaN, in Konzen- 
trationen, die die Granulabildung hemmen, 
auch einen EinfluB auf den Phosphor- 
stoffwechsel. Bei einer Konzentration von 
3 -10-? mol werden fast alle synthetischen 
Prozesse gehemmt (Abb. 15 u. 16). 
Aus den vorliegenden Ergebnissen laBt 
sich keine genaue Aussage iiber den Wir- 
kungsmechanismus von NaN, unter den 
genannten Bedingungen machen. Es wird 
aber deutlich, das kann aus der Abnahme 
des P-Gehaltes fast aller Fraktionen ge- 
C  folgert werden, daB NaN, bei héheren 
Konzentrationen (> 1-10-* mol) an zen- 
traler Stelle in den P-Stoffwechsel ein- 
greift. Ein ausgesprochener Entkopplungs- 
effekt und eine dadurch bedingte spezifische 
Hemmung der  Polyphosphatsynthese 
, onnte nicht nachgewiesen werden. Bei 

schwacheren Konzentrationen (5-10- mol) 
g wird die Atmung zum Teil zwar leicht 

stimuliert, es kann aber keine Hemmung 
c der Phosphorylierung beobachtet werden. 


Abb. 15, Einflu8 von NaN, und Monojodessigsiure auf Phosphataufnahme und Granulabildung bei 
Mycobacterium phlei. Ausgangsmaterial: 3 Tage alte Agarplattenkulturen. Ansatz: Sauton-Nahr- 
lésung: 4 Teile, Phosphatpuffer 1 -10-* mol, pu 7,2 1 Teil; Schiitteltisch 37°C; Ko Kontrolle; 1 Zusatz 
von 3:10-*mol NaN,;; 2 Zusatz von 2-10-* mol Monojodessigsiure. Granulazahl; 
—— Gesamt-P; ---— TCE-Extrakt (Fraktion 1); ------ AtherAlkohol-Extrakt (Fraktion 2); 
te Perchlorsiiureextrakt (Fraktion 3); —-:-—--- Riickstand (Fraktion 4). Bei den Fraktionen 2 
und 4 wurden nur die Werte fiir die Kontrolle aufgetragen, weil die Hemmstoffkurven fast 
den gleichen Verlauf nehmen und daher die Ubersichtlichkeit stéren wiirden. Ordinaten wie Abb. 8 
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Interessant ist, daB das labile Phosphat der 3. Fraktion als einzigste der 
analysierten Gruppen von P-Verbindungen bis zu2 Std zunimmt und dann 
auch nur einen relativ langsamen Riickgang zu verzeichnen hat. Poly- 
phosphate werden also, wenn auch nur in beschranktem Umfang, gebildet. 
Thre Synthese scheint — verglichen mit anderen phosphorylierenden Pro- 
zessen — gegeniiber NaN, relativ unempfindlich zu sein. Die Bereitstellung 
von Energie fiir die Polyphosphatsynthese kann demnach nicht vollig 
unterbunden sein. Dagegensind EiweiBsynthese und demzufolgeWachstum 
und Vermehrung fast véllig zum Stillstand gekommen. Es ware denkbar, 
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Abb. 16. Auftrennung der Fraktionen 1 und 3. Versuchsbedingungen wie Abb. 15. Ordinate: mg 

P/100 mg Trockensubstanz. A Ausgangsmaterial. Die tibrigen Bezeichnungen entsprechen der 

Abb. 15. Saulen von links nach rechts, Fraktion I: Ortho-P, 10 min-P, 30 min-P, Gesamt-P. Fraktion 
III: labiles Phosphat (Polyphosphate), NS-P, Gesamt-P 


daB besonders die in der schwer, aber auch in der leicht hydrolysierbaren 
Fraktion des TCE-Extraktes verankerten PO,’”’- und Energiereserven 
durch die Hemmung des Aufbaustoffwechsels fiir die Polyphosphat- 
synthese zur Verfiigung stehen. Der P-Gehalt des TCE-Extraktes sinkt 
in den ersten 2 Std um 229 y P/100 mg Trockensubstanz, der Gesamt-P- 
Gehalt der Bakterien nur um 82 y ab. 147 y P/100 mg Substanz werden 
also in andere Fraktionen eingebaut. Der groBte Teil (~ 120 y) — das 
ergab die Analyse — geht in den heiBen HCIO,-Extrakt und wird in dieser 
Fraktion fast ausschlieBlich fiir den Aufbau der Polyphosphate verwen- 
det (Anstieg des labilen Phosphates von 267 auf 389 y P/100 mg Sub- 
stanz). Es ware auch denkbar, daB die Polyphosphatbildung nicht tiber 
das ATP-ADP-System léuft und daher nicht von den iiblichen Entkopp- 


lergiften gestért werden kann. 
alee 
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Arsenat hemmt infolge seiner chemischen Verwandtschaft mit Phos- 
phat den Einbau von anorganischem Phosphat mittels ATP in organische 
Bindung (PLaut 1957). Im Test auf Granulabildung war es ebenfalls wirk- 
sam, in Gegenwart von 6- 10-3? mol betrug die Hemmung im Durch- 
schnitt 28 °/,, bei Verringerung der Phosphatmenge auf 1 - 10~* mol etwa 
36 °/,. Diese Verstiirkung des Hemmeffektes bei gleicher Arsenatkonzen- 
tration durch Verminderung des Phosphatangebotes spricht fiir einen 
kompetitiven Charakter der Hemmstoffwirkung. Es ist aber auch be- 
kannt, daB in Gegenwart von Arsenat phosphorhaltige Verbindungen. 
wie z.B. Acetylphosphat, gespalten werden, eine ,,Arsenolyse“‘ erleiden 
(STADTMAN u. BARKER 1950 und HorrmMann-OstTENHOF 1954, S. 370). 
Es muB also zunachst offen bleiben, ob Arsenat konkurrierend bei der 
Stoffaufnahme zu Beginn der Bebriitung einen Teil der Acceptorstellen 
an den entsprechenden Enzymen blockiert, so daB PO’’’,-Aufnahme oder 
-Einbau bis zu einem gewissen Grade gehemmt werden, oder ob es den 
Zerfall von bestimmten P-Verbindungen beschleunigt. Die Atmung wird 
bis 3 - 10-3 mol Arsenat nicht beeinfluBt. 


Sulfhydrilgruppengifte. Wie Arsenat soll auch p-Chlormercuri- 
benzoat (PCMB) den Austausch zwischen anorganischem *PO,'”’ und 
ATP*?P hemmen (PLaut 1957). GILMOUR u. GRIFFITHS (1957) sowie MYERS 
u. SLATER (1957) beobachteten eine Aktivierung der ATP’ase durch diese 
Substanz. 


PCMB ist ein SH-Gruppeninhibitor. Die Hemmung der Enzyme mit SH-Gruppen 
durch Schwermetalle geschieht durch Mercaptidbildung etwa nach folgendem 
Schema: 


SH 8 (+) 
vA Nott 7 je. i¢ : 
ETT + Met+— ROTO Nveystle + 2H 


Da an zahlreichen Fermentreaktionen SH-Gruppen beteiligt sind, ist die Blockierung 
durch Schwermetalle relativ unspezifisch. Versuche, durch Testung zahlreicher 
anorganischer und organischer Schwermetallverbindungen (besonders mit Hg), fiir 
bestimmte Fermente ein spezifisches Agens zu finden, haben bislang keinen ein- 
deutigen Erfolg gezeitigt (SmMaLr u. Mitarb. 1957; Jenny u. Zsounat 1958). Immer- 
hin lassen diese Versuche gewisse Aussagen zu und sollten deshalb auch auf die 
Granulabildung ausgedehnt werden. 


p-Chlormercuribenzoesiéure (Na-Salz) erwies sich als ein auBerst wirk- 
samer Hemmstoff. Noch bei einer Konzentration von 1 - 10-5 mol war 
eine deutliche Hemmung zu beobachten. Sublimat (HgCl,) unterdriickte 
in 1+ 10~° mol Konzentration die Granulabildung vollsténdig. Dagegen 
waren zwei organische Verbindungen, bei denen das Hg maskiert einge- 
baut ist, relativ unwirksam. Mercurochrom (Dibromoxymercurifluo- 


rescein) hemmt in 10-4 molarer Konzentration nur sehr schwach die 
Granulabildung, die Atmung aber deutlich. 
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Salyrgan, i \ 
\ j-0 —CH,—COONa 


| 
0 =C—NH—CH,—CH—CH, —Hg—0—CO—CH,, 


OcH, 
das die Muskelkontraktion, wahrscheinlich durch Blockierung der ATP’- 
ase, hemmt (HoFFMANN-BERLING 1956), hatte bis zu 1 - 10-?molarer 
Konzentration keinen Einflu8 auf die Starke der Granulaentstehung. 

Von anderen auf ihre Wirkung gepriiften Elementen hemmen La**, 
Ba** und (UO,)**. Da diese Ionen mit PO,’”’ schwerlésliche Verbindungen 
bilden, wurde so verfahren, da die gewaschenen Bakteriensuspensionen 
mit dem Hemmstoff 30 min im Brutschrank (37°C) vorinkubiert, ge- 
waschen und dann erst mit der Glycerin-Phosphatlosung zusammen- 
gebracht und auf dem Schiitteltisch bebriitet werden. Die Kontrolle 
wurde mit KNO, vorinkubiert. 

Halogenverbindungen. Es ist bekannt, daB verschiedene Phospha- 
tasen, zum Teil sind es SH-Gruppen enthaltende Enzyme, durch alky- 
lierende Substanzen wie Monobrom- und Monojodessigsaure verschiedent- 
lich auch durch NaF gehemmt werden (BERSIN 1954; HOFFMANN-OSTENHOF 
1954). Bei Mycobacterium phlei zeigte Monojodessigsaure einen deutlichen 
Effekt. Es hemmt Granulabildung und Phosphateinbau (Abb. 15 u. 16). 
Eine Wirkung war vor allem in der 3. Fraktion zu beobachten und hier 
wiederum besonders bei den Nucleinsauren (Abb. 16). Auch in der 1. Frak- 
tion sind gewisse Unterschiede zu beobachten. So fehlt im Jodessigsaure- 
material, wie auch nach NaN,-Einwirkung, das in der Kontrolle nach 
4 Std gebildete, schwer hydrolysierbare Phosphat (Gesamt-P minus 
30 min-P). 

Die O,-Aufnahme wird schon durch 1 - 10-% mol Jodessigsdure stark 
gehemmt. 

Die Deutung der vorliegenden Befunde ist schwierig, weil Jodessig- 
sdure verschiedene wichtige, an Phosphorylierungsprozessen_ beteiligte 
Sulfhydrilgruppenfermente mehr oder weniger stark zu hemmen vermag, 
so unter anderem Triosephosphat-Dehydrase, Phosphotransacetylase, 
alkalische und saure Phosphatase, ATP’ase und Ribonuclease (JENEY u. 
ZSOLNAL 1958). Eine spezifische Hemmung der an der Polyphosphat- 
synthese beteiligten Fermente durch Jodessigsaure findet jedoch nicht 
statt. 

Fluorverbindungen sind verschiedentlich als Hemmstoffe im Phos- 
phorstoffwechsel beschrieben worden (BERSIN 1954; Kreps u. Davigs 1955 
und Maruyama 1956; Farruurst u. Mitarb. 1959). Die Wirkung von 
Fluorid beruht darauf, daB Enzymreaktionen, die an die Gegenwart von 
Mg++ gebunden sind, nicht ablaufen, weil Fluorid mit Phosphat durch 
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Bildung von Magnesiumfluorophosphat das wirksame Magnesiumion im 
Protein verdrangt und inaktiviert. AuBerdem stort Fluoracetat den nor- 
malen Ablauf des Citronensaéurecyclus durch Bildung von Fluorcitrat, 
das wiederum Aconitase hemmt (SHIVE u. SKINNER 1958), ATP abbaut 
und die Phosphatveresterung wahrend der DPNH-Oxydation unter- 
driickt (FarrHuRsST u. Mitarb. 1959). Dadurch wird auch die Bildung 
energiereichen Phosphates im Krebscyclus unterbunden. 

Im Versuch waren die Fluorverbindungen erst bei relativ hohen Kon- 
zentrationen wirksam. In Gegenwart von Fluoracetat (1 - 10-*mol bis 
1 - 10-? mol) entstanden 10—20°/, weniger Granula als in der Kontrolle. 

In dem genannten Be- 
Tabelle 2. HinfluB von Mg** auf die Granulabildung yeich erwies sich die 


Ansatze: 1. ohne Mgt* lati 
2. mit 1 - 10-8mol MgSO, - 7H,0 ag ta hae 


. 3. mit 1 - 10-2mol MgSO, - 7H,O unabhangig von der 
FS ET ee ET Fluoracetatkonzentra- 
pein BEACCOEEE Zahl der Granula/200 Bakt. tion. NaF bewirkte bei 
0 1 510-8 molarer Konzen- 

1 30 176 tration eine deutliche 

2 30 243 Hemmung. KorNBERG 

a sa 223 u. Mitarb. (1956) erhiel- 

: be - ten bei dieser Konzen- 

3 60 204 tration schon eine voll- 

1 120 205 standige Unterbindung 

2 120 209 der Polyphosphatsyn- 

3 120 222 these in angereicher- 


ten Fermentextrakten. 
8-10-* mol Mg** bewirkte bei ihren Versuchen eine etwa zehnfache 
Steigerung der Synthese. Um zu priifen, ob die Granulabildung durch 
Mg** aktiviert wird, wurden Bakterien auf Sauton-Agar ohne Mg** vor- 
kultiviert, sorgfaltig gewaschen und in dem iiblichen Phosphatpuffer mit 
Zusitzen suspendiert. 

Wie die Tab. 2 zeigt, hat Mg++ einen schwachen, aber deutlich fér- 
dernden Kinflu8 auf die Granulaentstehung bis zu einer Konzentration 
von etwa 1+ 10-* mol. Die Versuche bestitigen also die KoRNBERGschen 
Befunde, da die Polyphosphatsynthese durch Mg aktiviert wird und die 
Beobachtung von HorrMANN-OstENHOF u. Mitarb. (1957), daB Poly- 
phosphatkinasen durch NaF gehemmt werden. Ein hemmenderHinfluB 
von Fluoracetat auf den normalen Ablauf des Citronenséurecyclus liBt 
sich nicht eindeutig aus den Versuchsergebnissen ableiten. 


Die Wirkung von Ribonuclease 


Nach Auffassung von BrLoserRsky u. Mitarb. (1957, 1958) bilden die 
stoffwechselaktiven PoPh der s&ureunléslichen Fraktion mit der RNS 
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einen Komplex, der sich elektrophoretisch als einheitliche Substanz ver- 
halt (KuLAJEW u. BELOSERSKY 1958). Auch wenn sich dieser Befund nicht 
bestatigen lieBe, so ist doch mit Sicherheit anzunehmen, daB die PoPh der 
saureunloslichen Fraktion nicht als anorganisches Salz in der Zelle 
liegen, sondern an irgendein hochmolekulares Substrat gebunden sind. 
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Abb. 17 Abb. 18 


Abb. 17. Wirkung von Ribonuclease auf die Granulabildung in wachsenden Kulturen. Impfmaterial: 
2 Tage alte Schrigagarkulturen. Bebriitung der Bakterien in Sauton-Nahrlosung, mit 1 -10-* mol 
Phosphatpuffer, px 7,5; 6:1 verdiinnt. Zusatz von 0,05°/) RN’ase. Kontrolle: ausgezogene Kurven; 
Diinne Linien; Zunahme von Bakterieneiweif 
se auf die Granulabildung bei Mycobacterium phlei. Die mit 
KCl abgeschwemmten und gewaschenen Bakterien wurden 
bebriitet (Kontrolle ohne RN’ase) und dann wie in Abb. 17 
Ausgangswert fiir die Granulazahl wurde nach der 
CE mit RN’ase. Ordinate: Zahl der Granula/ 


200 Bakterien 


Abb. 18. Einwirkung von Ribonuclea: 
Trispuffer (0,02 mol, px 7,0) + 0,6°/o 
2 Std bei 45°C mit 0,05°/, RN’ase vor 


Dafiir sprechen die schwere Extrahierbarkeit dieser Verbindungen, die 
von Liss u. LANGEN (1959) beobachtete Temperaturabhangigkeit der 
Extraktion mit NaOH, die sich damit als Reaktion 1. Ordnung erweist, 
sowie die Beobachtung, da8 isolierte Granula in zellfreien Extrakten sich 
nicht auflésen, sondern in Form und GréBe erhalten bleiben. 

Wenn nun RNS in irgendeiner Form an der Polyphosphatsynthese 


oder -speicherung beteiligt ist, miiBte die Einwirkung von RN’ase auf die 
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Abb. 19. Einwirkung von Ribonuclease auf Granula- 
bildung und Phosphataufnahme durch Mycobacterium 
phlei. 2'/, Tage alte Agarplattenkulturen werden in 
folgendem Medium aufgenommen und bei 37°C auf 
dem Schiitteltisch bebriitet: @ Phosphatpuffer (1 + 107 
mol, pr 7,5), 0,05 °/) MgSO, und 0,05 °/, KCl enthaltend 
und Sauton-Naéhrlésung im Verhiltnis 1:1 gemischt. 
6 gleicher Ansatz mit 0,04 °/, RN’ase. Granula; 
— — Gesamt-P der Bakterien; ------ Fraktion 1, Ge- 
samt-P ; —-—-— Fraktion 8, Gesamt-P; ---— Poly- 
phosphate in Fraktion 3;_ —:—— NS-P in Fraktion 3 
Ordinaten: A Zahl der Granula/200 Bakt.; B mg P/ 
100 mg Trockensustanz 
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Bakterien sich hemmend 
auf diese Prozesse aus- 
wirken. Es ist bekannt, 
daB RN’ase wahrschein- 
lich wegen seiner im Ver- 
gleich mit DN’ase gerin- 
gen Molekiilgré6Be, in le- 
bende Zellen von Tier, 
hoherer Pflanze und Mi- 
kroorganismen einzudrin- 
gen vermag und hier hem- 
mend auf EiweiBsynthese 
und Zellteilung einwirkt 
(BRacHET 1954, 1955; 
SKREB-GUILCHER 1955; 
Briers u. Mitarb. 1957; 
JEENER 1959). 

Wie Abb. 17 zeigt, hat 
RN’ase einen deutlichen 
Hemmeffekt auf die Gra- 
nulabildung, der beson- 
ders stark ist, wenn die 
Bakterien vor dem Uber- 
tragen in das phosphat- 
haltige Medium mit RN’ 
ase vorbebriitet werden 
(Abb. 18). Die Versuche 
wurden etwa 15mal wie- 
derholt und  jedesmal 
zu verschiedenen Bebrii- 
tungszeiten Proben ent- 
nommen, so da insge- 
samt etwa 9000 Bakte- 
rien gezahlt wurden. Die 
Zahlung in der Kontrolle 
ist dabei nicht mitberech- 
net. In jedem Falle war 
eine deutliche Minderung 
der Granulazahl gegen- 
tiber der Kontrolle fest- 
zustellen. Sie erreichte 
maximal 67°/, und betrug 
im Durchschnitt 36/). 
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Die Vermehrung wurde nicht beeinfluBt (Abb. 17), die O,-Aufnahme 
entsprach der Kontrolle. Bei langerer Bebriitung (iiber 10 Std) wurde 
der EinfluB der RN’ase geringer und war nach 24 Std nicht mehr nach- 
weisbar. 
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Abb. 20 Abb. 21 
Abb. 20. Wirkung von Ribonuclease auf den Einbau von 32P und die Granulabildung bei Mycobac- 
terium phlei. Impfmaterial: 2 Tage alte Agarplattenkulturen. Ansatz: 20 ml Bakteriensuspension ; 
60 ml Sauton-Nahrlosung; 20 ml Phosphatpuffer (1 - 10-2 mol), px 7,6. Bebriitung: Schiitteltisch, 37° 


Granulazahl (dicke Kurve) und Gesamt-N (dtinne Kurve); —--—:— Gesamt-P ; — —— TCE- 
Extrakt (Fraktion 1); ----- Ather-Alkohol-Extrakt (Fraktion 2); —— HC10,-Extrakt (Fraktion 3); 
—-.—.-— Riickstand (Fraktion 4); ——-— Polyphosphate in Fraktion 3 (labiles Ph) Nae 


in Fraktion 3. 0 ohne Ribonuclease; m mit Ribonuclease (0,05°/,); Ordinaten: A Zahl der 
Granula/200 Rakterien; B mg P/100 mg Trockensubstanz; C mg N/100 mg Trockensubstanz 


Abb. 21. Die Aufnahme von *P unter RibonucleaseeinfluB. Die Kurven gehéren zu dem in Abb. 20 
dargestellten Versuch. Ordinaten: A Zahl der Granula/200 Bakterien; B 10 «C/100 mg Trocken- 
substanz. Zahl der Granula; —---— TCE-Extrakt (Fraktion 1); —--=== Ather-Alkohol-Extrakt 
(Fraktion 2); —— HC10,-Extrakt (Fraktion 3); ---— Riickstand (Fraktion 4) 
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Eine Bestimmung des P-Gehaltes der einzelnen Fraktionen bestatigte 
die im Granulierungstest erhobenen Befunde. Nach RN’ase-Einwirkung 
ist der P-Gehalt der Bakterien gegeniiber der Kontrolle deutlich ver- 
ringert (Abb. 19), besonders in der 3. Fraktion (Polyphosphate). Wie 
auch Wiederholungsreihen zeigten, ist die Wirkung nach 2—3 Std am 
stirksten. Diese Verzégerung ist wahrscheinlich durch das langsamere 
Permeieren der RN’asemolekiile gegeniiber den PO,-Ionen bedingt. Der 
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Abb. 22, Spezifische Aktivitit in den Phosphatfraktionen unter Ribonucleaseeinwirkung. Angaben 
liber die Durchfiihrung des Versuches siehe Abb. 20. Ordinate: 10-! ~C/mg P; I Kontrolle, 2 Std 
bebrititet; ZZ Kontrolle, 4 Std bebriitet; 777 mit RN’ase, 2 Std bebriitet; TV mit RN’ase, 4 Std 
bebriitet. Die Zahlen unter den Siiulen geben die Nummer der Fraktionen an 
Abb. 23. Einwirkung von Athionin auf Granulabildung und Wachstum in Kulturen von Myco- 
bacterium phlei. Ausgangsmaterial: 4 Tage alte Agarkulturen. Bebriitung in Sauton-Nihrlésung + 
Phosphatpuffer, 1 - 10~* mol. pu 7,0 (6:1) auf dem Schiitteltisch. Ordinaten: A Zahl der Granula/ 
200 Bakterien; Bmg Bakt.-N/20 ml Kulturfliissigkeit. Kontrolle; ——— mit 6-10-* mol 
p,L-Athionin. Dicke Linien:Granulazahl; Diinne Linien: Bakterien-N 


Gehalt an NS-P nach RN’ase-Behandlung entspricht bei spektrophoto- 
metrischer Bestimmung der Kontrolle oder liegt sogar geringfiigig dar- 
iiber. Eine quantitative papierchromatographische Basenbestinmung 
ergab dagegen eine geringe Abnahme der NS nach RN’ase-Einwirkung. 
Das Abweichen der spektrophotometrisch ermittelten Werte ist wahr- 
scheinlich durch eine Erhéhung des molaren Extinktionskoeffizienten 
nach Aufspaltung der NS durch RN’ase bedingt. Mit zunehmender 
Bebriitungszeit nimmt die Wirkung der RN’ase ab und ist nach 24 Std 
im Granulierungstest bzw. der Phosphorylierungsrate nicht mehr 
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nachweisbar, obwohl nach dem Plattentest (HrtNEcKE 1957) noch 
RN’ase-Aktivitaét in der Nahrlosung vorhanden ist. 

Versuche mit markiertem Phosphat (Abb. 20—22) zeigen, dai RN’ase 
die Aufnahme von Orthophosphat und seine Uberfiihrung in organische 
Bindung, besonders die Polyphosphatsynthese, hemmt. 

Bei einer Deutung der Befunde mu8 zunichst an eine unspezifische 
Wirkung der RN’ase, sei es durch Verunreinigung mit anderen Fermenten 
oder als basisches Protein, gedacht werden. Es ergab sich jedoch bei ent- 
sprechenden Versuchen dafiir kein Anhaltspunkt. Dagegen erdéffnen 
Untersuchungen von Hanson (1959) einen Weg der Erklarung. Hanson 
beobachtete, daB RN’ase die oxydative Phosphorylierung von isolierten 
Mais-, Sojabohnen- und Lebermitochondrien entkoppelt. Die O,-Auf- 
nahme wird erst nach laingerer Inkubation und hdherer Fermentkon- 
zentration deutlich gehemmt, die Rate der Phosphorylierung dagegen 
sehr rasch betrachtlich gesenkt. HANsSon hilt es fiir méglich, da RN’ase 
ein Polynucleotid abbaut, das an der oxydativen Phosphorylierung be- 
teiligt ist (ALLFREY u. Mirsky 1957, 1958). 


Athionin 

Das oben geschilderte, zeitliche Zusammentreffen zwischen De- 
polymerisierung der Polyphosphate und Beginn der Eiweif- und NS- 
Synthese spricht fiir eine engere stoffwechselphysiologische Beziehung 
beider Prozesse. Um diese Vermutung zu priifen, wurden Eiweif- und 
Nucleinsdiuresynthese, die nach den heutigen Vorstellungen eng mit- 
einander verkniipft sind (CHANTRENNE 1958), durch Athionin blockiert 
(SHIVE u. SKINNER 1958). In Gegenwart dieser Aminosaéure wurde die 
Granulabildung gefordert und der Abbau der Granula stark oder voll- 
standig reduziert (Abb. 23). L-Athionin zeigte den gleichen Effekt wie 
p,L-Athionin. Der hohe Gehalt an Gr. blieb zum Teil mehrere Tage 
erhalten. 

Abb.24 la8t erkennen, daB das Bakterienmaterial unter Athionin- 
einfluB eine betrachtliche Menge Polyphosphat und schwer hydrolysier- 
bares Phosphat speichert und diesen hohen P-Spiegel auch bis zu 27 Std 
aufrechterhalt. Diese starke Anreicherung ist sicher auf die Hemmung von 
EiweiB- und NS-Synthese durch Athionin und die daraus resultierende 
Abnahme des Energie- und Phosphatbedarfs zuriickzufiihren, Es ware 
aber auch denkbar, daB Athionin direkt die Depolymerisierung der 
Polyphosphate hemmt. 


Cytologische Untersuchungen 


Nach den vorliegenden und 4lteren Ergebnissen darf als gesichert 
gelten, daB am Aufbau der m. Gr. PoPh beteiligt sind. PoPh sind 
zumindest in dem Kondensationsgrad, in dem sie in der Zelle vorliegen 
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eine wasserlosliche Verbindung. Sie miiBten also beim Freiwerden aus der 
Zelle sich auflésen. Das ist jedoch nicht der Fall, wie man leicht durch 
Beobachtung an zellfreien Homogenaten feststellen kann. Zentri- 
fugationsversuche mit solchen Homogenaten weisen auch darauf hin, 
daB die Dichte der Granulasubstanz recht unterschiedlich ist, zum Teil 
etwa der des Wassers entspricht, zum Teil aber auch deutlich dariiber 
oder darunter liegt. Man findet dementsprechend sowohl im Sediment 
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Abb. 24. Der EinfluB von Athionin auf den P-Stoffwechsel von Mycobacterium phlei. Ansatz und 
Bebriitung siehe Abb. 23; Ordinate: mg P/100 mg Trockensubstanz. 4 Ausgangsmaterial; Ko Kon- 
trolle; A Athioninreihe. Siiulen von links nach rechts: J Gesamt-P der Bakteriensubstanz; 2 Ortho- 
Phosphat im TCE-Extrakt (Fraktion 1); 3 10 min-Phosphat im TCE-Extrakt (Fraktion 1); 4 30 min- 
Phosphat im TCE-Extrakt (Fraktion 1); 5 Gesamt-P im TCE-Extrakt (Fraktion 1); 6 lipoidl-P 
(Fraktion 2); 7 Gesamt-P im HC10,-Extrakt-hei®B (Fraktion 3); 8 NS-P im HCl1O,-Extrakt-heiB 
(Fraktion 3); 9 Labiles Phosphat im HClO,-Extrakt-heiB (Polyphosphat); 10 Gesamt-P im 
Riickstand (Fraktion 4) 


als auch im Uberstehenden oder als Oberphase im Extrakt Granuia- 
anreicherungen (30000 - g, 45 min). Diese Befunde lassen es als méglich 
erscheinen, dai Lipoide als Hiillschicht in den Gr. enthalten sind. Der 
positive Verlauf der Farbung mit citronensaurem Sudanschwarz B 
spricht fiir das Vorhandensein von maskierten Lipoiden (W1pRA 1959). 
Cytochemische Reaktionen bzw. Farbungen, die ja meist an héheren 
Organismen entwickelt wurden, diirfen allerdings nicht kritiklos bei Mi- 
kroorganismen und ihren Strukturen angewandt werden (DREws 1956). 
Fiir die Ausbildung einer Lipoidhiillschicht spriche auch die Kugelform 
der m. Gr. Elektronenmikroskopisch léBt sich keine  lipoidhaltige 
osmiophile Grenzschicht nachweisen (DREws 1960). Erst wenn es gelingen 
wird, Granula in wagbarer Menge zu isolieren, kann endgiiltig auf analy- 
tischem Wege iiber die Beteiligung von Lipoiden entschieden werden. 


Das Léslichkeitsverhalten der ,,sdéureunléslichen‘‘ PoPh, der Extrak- 
tionsverlauf und die Bindung der RNS an PoPh im Extrakt sowie 
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physiologische Gesichtspunkte haben zu der Annahme gefiihrt, daB die 
hochmolekularen PoPh in den m. Gr. an ein Substrat, méglicherweise 
HiweiB oder RNS, gebunden sind (BELOSERSKI 1955; BELOSERSKI u. 
Kunasew 1957; Liss u. Langren 1959). Ribonucleasebehandlung 
fixierter Bakterien vermindert die Farbbarkeit mit Methylenblau bei 
px 3,2 sowie einer von LAaysourn modifizierten Polkérnchenfarbung, 
ebenso Trypsin (KNAYSI 
1959; WrpRA 1959). Die 
Ergebnisse mit Ribo- 
nuclease konnten durch 500 
eigene Versuche bestatigt 
werden. Die nach ver- 
schiedenen Zeiten der 
Bebriitung (0—23 Std) 
aus der Kultur entnom- 
menen Proben wurden 
in Ausstrichpraparaten 
nach Kwnaysr (1959) 


200 \- 
(15 min 65°C, 30 min 
96°/,iger Alkohol) fixiert 100 
und nach Ribonuclease- 
behandlung (Trispuffer, 
px 7,5, 0,05°/, RN’ase, 
90 min 37°C oder RN’ase ; 
BG ee & LF & gp 


in 0,2°/,iger NaCl-Lsg. Avent 


gelést) mit Toluidinblau Abb. 25. Einwirkung von Ribonuclease auf die Granulazahl 
fixierter Bakterien. Von den nach verschiedenen Zeiten der 


Granula / 200 Bact. 


nach LINDEGREN (1950), Bebriitung in Sauton-Nihrlésung geernteten Bakterien 
Methylenblau (0,5°/1g wurden Ausstrichpriparate angefertigt, diese fixiert (siehe 
toy) : ; apa i 
<8 3 M i 1] bl Text) und mit RN’ase behandelt. Dunkle Siulen: Kontrolle; 
wa rig), et ylenbiau Helle Siulen; Granulazahl nach RN’aseeinfluB 


bei px 3,2 oder Methylen- 

blau und anschlieBender Differenzierung in n/10 HCl gefarbt. Unter 
allen Bedingungen konnte eine signifikante Verringerung der Granula- 
zahl im gefarbten Ausstrichpraparat gegentiber der Kontrolle, die in 
Puffer ohne RN’ase gelegen hatte, beobachtet werden (Abb.25). Die 
Abnahme betrug im Durchschnitt 26°/,. Eine signifikante Beziehung 
zwischen RN’aseeinflu®8 und dem Alter der Kultur ergab sich nicht. 
RN’ase bewirkt also eine Erhéhung des Lésungseffektes, der ja auch in 
Ansiitzen ohne Ferment vorhanden ist. So sind nach etwa 15stiindigem 
Aufenthalt in Puffer ohne Ferment keine Granula mehr farberisch nach- 
weisbar. Dieser Befund wiirde zu den Vorstellungen von Wipra (1959) 
passen, daB das Polyphosphat in den Granula von Ribonucleoproteid 
umgeben wird. Nach Ablésung dieser Hiillschicht ware das Phosphat 
dann leichter in Lésung zu bringen. Kin Teil der Granula scheint dem 
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Angriff der RN’ase gegeniiber resistenter zu sein. Die Gedanken von 
BrLosEerskt weiterfiihrend, kénnte eine Lockerung des RNS-PoPh- 


' 
: 


Abb. 26. Mycobacterium phlei. 2 Std-Kul- 
tur. KMnO,-Fixierung. Methacrylateinbet- 
tung. Ultradiinnschnitt. Originalaufnahme: 
11000:1; nachvergréBert. Der MaBstab 
entspricht 1 uu. G metachromatisches Gra- 
nulum, Substanz wihrend des Fixierens zum 
groBen Teil herausgelést; K Kerniquivalent 


Komplexes durch RN’aseeinwirkung 
auch eine Auflésung der Granula her- 
vorrufen. Es ware auch denkbar, daB 
die im gesamten Protoplasma der 
Bakterienzelle vorhandenen RNS- 
Partikel (TissteRES u. Watson 1958) 
als Kondensationskeime fiir das sich 
bildende hochmolekulare Polyphos- 
phat fungieren oder vielleicht auch 
in den BildungsprozeB mit einbezogen 
werden. Cytologisch ware eine Ent- 
stehung iiber die Stufe der Mikro- 
granula oder in gréeren Plasma- 
partien méglich (DREws 1960). 

Wenn man Ultradiinnschnitte von 
Bakterien — elektronenmikroskopisch 
durchmustert, kann man feststellen, 
daB Polyphosphate iiberall in der 
Zelle abgelagert werden k6énnen, ver- 
einzelt auch in den Mitochondrien- 
und Kernaquivalenten. Daraus kann 
man natiirlich nicht ableiten, daB die 
m. Gr. mit den Mitochondrien oder 
Kernen identisch sind oder einen 
festen Bestandteil dieser Zellorganel- 
len bilden, wie es von BRINGMANN 
(1952) und Kwaysr (1959) fiir die 
Kerne postuliert wird. Fiir die Mito- 
chondrienaquivalente konnte die 
Identitat schon widerlegt werden 
(Mupp u. Mitarb. 1956; Drews 1958, 
1960). Bei den Kernaquivalenten 
kann es leicht an Hand elektronen- 
mikroskopischer Untersuchungen ge- 
schehen. Bei den meisten Bakterien, 
so auch den Mycobakterien, ist das 
Kernaquivalent ein gegeniiber dem 
Cytoplasma kontrastarmer Raum recht 


unterschiedlicher Gestalt, in dem sich das kontrastreichere Chromatin 
in fein fibrillarer Verteilung (KELLENBERGER u. Mitarb. 1958, RyTER 
u. Mitarb. 1958) oder wahrscheinlich mehr in kompakten Aggregaten 
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befindet (GrESBRECHT 1959). Diese Kernaquivalente lassen sich im 
Elektronenmikroskop leicht von den kugeligen m. Gr. unterscheiden 
(Abb. 26 u. 27). Dagegen ist lichtoptisch in gefairbten Praparaten diese 
Differenzierung schwierig, so da es zu den genannten Deutungen 
kommen kann. 

Die metachromatischen Granula sind also selbstandige Einschliisse der 
Bakterienzelle, die vorwiegend aus hochmolekularen PoPh bestehen und 
rasch auf- oder abgebaut werden kénnen. Sie sind also keine persistieren- 
den Zellbestandteile wie etwa die Kern- oder Mitochondrienadquivalente 


Abb. 27. Mycobacterium phlei. 17 Std-Kultur in Sauton-Nahrlésung. Fixierung mit OsO,-K,Cr.0,, 
modifiziert nach GIESBRECHT (1959). G metachromatisches Granulum; K kompakte Chromatinstringe 
im Kerniquivalent 


oder die submikroskopischen Fermentpartikel. Praformierte Kiweib- 
oder Nucleinsiurestrukturen, die der Aufnahme der PoPh dienen, 
lassen sich nicht nachweisen. Es liBt sich also aus den cytologischen 
Beobachtungen nicht ableiten, ob die Stoffe, die noch am Aufbau der 
Granula beteiligt sind, durch die Ablagerungen der PoPh im Cytoplasma 
passiv mit in die Gr. eingeschlossen werden oder stoffwechselphysiolo- 
gisch dabei eine Funktion ausiiben. Es spricht einiges fiir die Beteiligung 
von RNS und EiweiB an der Bildung und Stabilisierung der m. Gr. in 
der Zelle. 
Diskussion der Ergebnisse 


Die vorliegenden Untersuchungen haben ergeben, daB in wachsenden 
und ruhenden Kulturen von Mycobacterium phlei sehr rasch meta- 
chromatische Granula und gleichzeitig hochpolymere Polyphosphate 
gebildet werden. Dadurch kann die schon haufiger auf Grund cytolo- 
gischer Beobachtungen (Metachromasie, Verhalten im Elektronen- 
mikroskop) vermutete Beteiligung von Polyphosphaten am Aufbau der 
Granula, die sich bei Mycobakterien (DREWS 1958; Mupp u. Mitarb. 
1958) und Cornyebakterien (SALL u. Mitarb. 1958) durch vergleichende 


420 GERHART Drews: 


cytologische und analytische Untersuchungen ergab, als erwiesen gelten. 
Die Bildung geschah direkt in der séureunléslichen Fraktion und nicht 
iiber niedermolekulare Vorstufen, wie es auch BucHowITscH u. BELO- 
SERSKI (1958) sowie LANGEN u. Liss (1958) an Hefe beobachten konnten. 
Nach den Untersuchungen von BELOSERSKI u. KuLAJEW (1957) kénnen 
bei Aspergillus niger auch saurelésliche Polyphosphate als Ausgangs- 
material fiir die Bildung der séureunléslichen Verbindungen dienen. 

Die Polyphosphate werden in wachsenden Submerskulturen in der 
lag-Phase gebildet, bevor EiweiB- und Nucleinsduresynthese, Wachstum 
und Zellteilung einsetzen. Die Gewichtsmengen, die synthetisiert werden 
und der Zeitraum, der dafiir gebraucht wird, sind trotz gleicher Versuchs- 
bedingungen unterschiedlich, immer aber wird die Hauptmenge an auf- 


2 Tabelle 3. Zunahme an Gesamt-P und Polyphosphat-P 
nach 20 min Bebriitung in Schiittelkulturen 
(mgP/100 mg Trockensubstanz) 


Zunahme an 


Gesamt-P Polyphosphat-P 
ile 0,445 0,316 
2. 0,790 0,517 
a 0,298 0,340 
4. 0,649 0,509 


genommenem Phosphat zu Polyphosphat umgebildet. Um das noch ein- 
mal zusammenzufassen, ist aus verschiedenen Analysenreihen die Zu- 
nahme an Gesamt-P und Polyphosphat nach 20 min Bebriitung zu- 
sammengetragen worden (Tab.3). Die Ergebnisse stammen von ver- 
schiedenen Versuchsreihen. 

Die Abhangigkeit der Polyphosphatbildung von einer ausreichenden 
Sauerstoffversorgung und der Nachweis, daB Stoffe, die den Transport 
des H+ zum O, bzw. die Elektronenwanderung in der Atmungskette 
stéren, auch die Polyphosphatsynthese hemmen, spricht fiir eine Bereit- 
stellung energiereichen Phosphates fiir die Polyphosphatsynthese auf dem 
Wege der oxydativen Phosphorylierung. Jedoch zeigten Entkoppler- 
gifte wie 2,4-Dinitrophenol und Natriumazid nicht den typischen Effekt. 
DNP hemmte die Phosphorylierung erst bei relativ hohen Konzentra- 
tionen und unterdriickte im gleichen Umfange die O,-Aufnahme. NaN, 
(> 1-10-? mol) hemmt neben der Bildung der Polyphosphate die Syn- 
these von schwer hydrolysierbarem Phosphat und von Nucleinsaure-P, 
beeinfluBt allerdings die O,-Aufnahme nicht. Es wire denkbar, daB das 
energiereiche Phosphat bei Einsatz dieser Hemmstoffe iiber die Substrat- 
phosphorylierung gebildet wird, bei der kein Entkupplungseffekt zu 
beobachten ist (NETTER 1959, S. 459). Eine spezifische Hemmung der 
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Polyphosphatsynthese durch DNP konnte auch von KoRNBERG u. Mitarb. 
(1956) nicht beobachtet werden. Es gibt eine Reihe von Befunden, die 
fiir eine Beteiligung von Nucleotiden an der Synthese kondensierter 
Phosphate sprechen. So konnten WrypER u. DENNENY (1957) in 
zellfreien Mycobakterienextrakten eine Polyphosphat-AMP-Phospho- 
transferase und eine Glycerokinase anreichern, die folgende Reaktionen 
katalysieren: PoPh + AMP — ADP; ADP + Glycerin — Glycerophos- 
phat + AMP. Kornspere u. Mitarb. (1956) sowie KorNnBERG (1957) 
wiesen in #. coli-Extrakten folgende Reaktion nach: PoPh + ADP = 
ATP. Ein ahnliches System isolierten HorrMANN-OsTENHOF u. Mitarb. 
(1954) aus Hefe. Dagegen fanden MunamMeED u. Mitarb. (1959) ein 
Enzym, das spezifisch hochpolymeres Polyphosphat zu Orthophos- 
phat abbaut. Eine Ubertragung von Phosphat auf AMP oder ADP mit 
Hilfe dieses Enzymes sowie eine Umkehr der Reaktion waren nicht mog- 
lich. 

An der Synthese der PoPh scheint also ATP beteiligt zu sein, das das 
bei oxydativen Prozessen aus Orthophosphat gebildete energiereiche 
Phosphat in leicht verwendbarer Form zur Verfiigung stellt. Allerdings 
sprechen fiir eine unmittelbare Beteiligung von ATP an der Synthese 
der PoPh nur die Versuche von HorrMaNNn-OsTENHOF u. Mitarb. (1954) 
sowie KornBERG u. Mitarb. (1956). Der Abbau der PoPh geht ja teilweise 
iiber niedermolekulare Stufen, und die dabei beobachteten Reaktionen 
brauchen daher nicht unbedingt auch bei der Synthese aufzutreten. Als 
erstes nachweisbares Produkt tritt sofort hochpolymeres Phosphat auf, 
das nur relativ schwer in Losung zu bringen ist. Die Synthese kann also 
nicht so ablaufen, daB Pyro-, Tri-, Tetra-, Pentaphosphat usw. gebildet 
werden und allmahlich zu lingeren Ketten anwachsen. Dann miiBten diese 
niederpolymeren Stufen auch in der siureléslichen Fraktion nachzu- 
weisen sein, Es ist auch unwahrscheinlich, da8 in der Zelle lésliches, 
anorganisches Phosphat in so betrachtlicher Menge angehauft wird. 
Eher wiire daran zu denken, daB das Phosphat auf ein hochmolekulares 
Substrat iibertragen und gleichzeitig die Phosphatmolekiile unter- 
einander verkniipft werden. Als Substrate kommen Kiweils (LANGEN u. 
Liss 1958), RNS (BELosERSKI) oder auch Kohlenhydrate in Frage. 

Die Rate der Polyphosphatsynthese wird durch RN’ase signifikant 
verringert, ohne Vermehrung und Sauerstoffaufnahme zu beeinflussen. 
Dieser Befund scheint zunachst sowohl gegen eine Wirkung des Fermentes 
durch Abbau eines Polynucleotids in der Atmungskette (HANSON u. 
Mitarb. 1959) als auch gegen einen Effekt durch Spaltung der RNS als 
méglichem Substrat der Polyphosphate zu sprechen. Denn der Abbau 
eines Stoffes in der Atmungskette miiBte eine Verringerung der O,- 
Aufnahme zur Folge haben bzw. eine Degradierung der RNS eine 
Wachstumshemmung. Nun scheint aber das phosphorylierende System 
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gegeniiber der RN’ase wesentlich empfindlicher zu sein als der Elektronen- 
transport. Das zeigen die Versuche von Hanson (1959): Hine deutliche 
Atmungshemmung trat erst bei langerer Inkubation von Mitochondrien- 
suspensionen, aber kaum bei Verwendung ganzer Zellen ein. Dagegen 
konnte die Entkopplung der Phosphorylierung schon wesentlich friiher 
beobachtet werden, so daB das P/O-Verhialtnis verringert wurde. 

Fiir eine Beteiligung von RNS oder Polynucleotiden als Substrat 
oder primer an der Granulabildung spricht die deutliche Verringerung 
der Granulazahl fixierter Bakterien durch RN’ase. Nach den vorliegenden 
Ergebnissen darf die RN’ase-Wirkung wohl vorwiegend in einer Hem- 
mung der oxydativen Phosphorylierung gesehen werden, weil Phosphat- 
aufnahme und besonders der Einbau in die Polyphosphatfraktion 
deutlich gehemmt werden, sekundar aber diirfte die RN’ase auch eine 
Auflésung des Granulagefiiges veranlassen. 

Das in der lag-Phase gebildete Polyphosphat wird noch vor Beginn der 
logarithmischen Wachstumsphase wieder eingeschmolzen, wenn Eiweib- 
und Nucleinséiuresynthese einsetzen. Zumeist fallt aber der P-Gehalt nicht 
sofort auf den Wert in der Ausgangskultur ab, sondern ist gewissen 
Schwankungen unterworfen. Die Polyphosphatsynthese wird auch nicht 
gestoppt, es iiberwiegen aber depolymerisierende Vorgange. Das zeitliche 
Zusammentreffen von synthetisierenden, phosphat- und _ energie- 
verbrauchenden Prozessen im Aufbaustoffwechsel und der Depoly- 
merisierung der PoPh legt nahe, den Polyphosphaten eine spezifische 
Funktion als Phosphat- und Energiespeicher zuzuschreiben, wie sie auch 
von anderen Autoren vermutet wird (HOFFMANN-OSTENHOF u. WEIGERT 
1952; LANGEN u. Liss 1958; SarrzEwa u. Mitarb. 1958). Diese Annahme 
wird auch durch die Versuche mit Athionin gestiitzt. Athionin, das die 
EKiweiB- und NS-Synthese auf einer sehr friihen Stufe blockiert, die 
Phosphorylierung aber nicht hemmt, bewirkt, daB fiir langere Zeit ein 
extrem hoher Polyphosphatspiegel erhalten bleibt. Eine Verzégerung 
des Polyphosphatabbaues kann auch durch andere Bedingungen bewirkt 
werden, so durch verschiedene Stoffe, die unspezifisch das Wachstum 
hemmen, wie Tetrahydrofurfurylalkohol (DREws 1958), oder das Arbeiten 
mit ruhenden Zellen, aber niemals konnten dabei die mit Athionin 
erreichten Werte erzielt werden. Die Héhe des Polyphosphatspiegels in 
den Bakterien und damit die Zahl der Granula hangt von der Bildungs- 
und Verbrauchsrate ab. Der verwendete Stamm von Myc. phlei bildete 
unter geeigneten Versuchsbedingungen zu Beginn der relativ langen 
lag-Phase, wenn also der Vermehrungsstoffwechsel noch ruhte, eine 
betrachtliche Menge Polyphosphat (max. 30°/, des Gesamt-P-Gehaltes). 
Nach Erreichen des Maximums verschiebt sich das Gleichgewicht nach 
der Seite des Verbrauchs und es iiberwiegen depolymerisierende Prozesse, 
besonders vor Beginn der exponentiellen Wachstumsphase. Erfolgt die 
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Bebriitung unter anderen Bedingungen, z.B. im Deckglasagarpraparat, 
so verlaéuft die Granulierungskurve viel flacher, die meisten Granula 
erscheinen nach Beendigung des Wachstums. Optimale Sauerstoff- 
' -versorgung und ein junges, physiologisch aktives Material, das seinen 
Polyphosphatvorrat vollstandig verbraucht hat, sind die wichtigsten 
Voraussetzungen fiir eine hohe Polyphosphat-Bildungsrate. Da die 
Einstellung des Gleichgewichtes zwischen Bildung und Verbrauch 
der Polyphosphate von verschiedenen Faktoren abhangt, laBt sich 
keine feste Regel fiir eine Beziehung zwischen logarithmischer Wachs- 
tumsphase und Granula- bzw. Polyphosphatbildung aufstellen. So 
brauchen bei Organismen mit sehr kurzer lag-Phase die Polyphosphate 
gar nicht in Erscheinung zu treten, obwohl der entsprechende Ferment- 
apparat vorhanden ist (Z. coli). Die in den Polyphosphaten liegende 
Phosphatreserve wird von den Bakterien nicht vollstandig ausgentitzt 
und ein Teil nach der Depolymerisierung als Orthophosphat wieder aus- 
geschieden. Dagegen scheint die gespeicherte Energie fiir den EiweiB- 
und NS-Stoffwechsel Verwendung zu finden. Dafiir sprechen auBer dem 
genannten Zusammenhang zwischen Polyphosphatabbau sowie Hiweib- 
und NS-Synthese bei Myc. phlei die Untersuchungen an synchronisierten 
Kulturen von Corynebakterien (Sati u. Mitarb. 1958), sowie die in 
vitro-Transphosphorylierungsversuche mit Enzymsystemen (WINDER u. 
DENNENY 1957; Eset u. DrrEIMER 1957; Szymona 1957). Eine un- 
geklarte Frage ist noch, welche Bindungsenergie in den hochmolekularen 
Polyphosphaten in Abhangigkeit von der Kettenlainge und der Substrat- 
bindung vorhanden ist und wie sie fiir den Stoffwechsel nutzbar gemacht 
werden kann. Langerkettige Oligophosphate, die ja beim Abbau der 
Polyphosphate auftreten, diirften kaum fiir den Stoffwechsel von 
Bedeutung sein. Bei der Verkniipfung von Nucleotiden und anderen 
synthetischen Prozessen spielt die Pyrophosphatbindung eine Rolle 
(GrunBERG-Manaco u. Mitarb. 1955). Auf dieser Stufe oder als Ortho- 
phosphat gebunden in ATP ware eine Nutzung moglich. Es miiBte ein 
System gefunden werden, das die Bildung einer energiereichen Bindung 
mit Hilfe von Polyphosphat ohne weitere Energiezufuhr ermdglicht. 

Die metachromatischen Granula bestehen nicht nur aus Polyphos- 
phaten, sondern haben ein Grundgeriist unbekannter Zusammensetzung, 
wie cytologische und biochemische Untersuchungen ergeben haben. Kine 
Membran ist mit Sicherheit nicht vorhanden. Die Ausbildung einer Grenz- 
schicht aus Lipoproteinen ist nach der Beobachtung an isolierten Granula 
moglich, aber nicht erwiesen. 

Die metachromatischen Granula der Mycobakterien darf man nach 
den cytologischen und chemischen Befunden wohl als Zelleinschliisse 
bezeichnen, die sich vorwiegend durch das Auftreten von Polyphosphaten 
von ihrer Umgebung abgrenzen. Es bestehen keine, durch eine Membran 
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abgegrenzte Progranula oder praformierte Stellen, in die das Polyphos- 
phat eingelagert wird. Die Bildung vollzieht sich durch Zusammen- 
schmelzen kleiner Einheiten oder durch Kondensation in gréBeren 
Bezirken des Cytoplasmas. 


Summary 


Metachromatic granules and polyphosphate necessary for their 
synthesis increase rapidly in growing and resting cells of Mycobacterium 
phlei. The orthophosphate which the bacteria absorb, is transferred into 
an energy-rich bond during the oxydative phosphorylation, and for the 
most part utilized directly in the synthesis of the high molecular poly- 
phosphate found in the acid-unsoluble fraction. 

2,4-dinitrophenol, 2,6-dichlorphenolindophenol, methylene blue, trypa- 
flavine, potassium cyanide, o-phenanthroline, and monojodo acetic acid 
inhibit the absorption of O, and the synthesis of polyphosphates. 2,4- 
dinitrophenol and sodium azide exhibit no typical uncoupling effect. 
Fluoro-acetic acid and inhibitors of SH-groups, e.g. p-chloromercuri- 
benzoate and mercuric chloride (sublimate), too, block the formation of 
granules and polyphosphates. 

Ribonuclease has a pronounced uncoupling effect to phosphorylation. 
L- and pD,L-ethionine block the synthesis of proteins and nucleic acids 
and prevent the degradation of the polyphosphates, which starts in 
normally growing cultures after about 3 to 4 hours, reaching equilibrium 
after about 12 hours. The utilization of polyphosphates as a source of 
energy and phosphate in the metabolism of multiplication is discussed. 


Herrn Prof. Dr. KN6Lxi bin ich zu groBem Dank verpflichtet fiir das Interesse 
und die stete Unterstiitzung, die er dieser Arbeit zuteil werden lie}; Herrn Dr. 
H. Venner danke ich fiir anregende Diskussionen und methodische Hinweise, 
Fraulein L. Wriprrmann fiir die gewissenhafte Ausfiihrung eines Teiles der 
bakteriologischen und analytischen Arbeiten. 

Der Fa. Schering A.G., Berlin, danke ich fiir die Uberlassung von L-Athionin. 
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